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I. Zusammenfassung 
Bacillus subtilis ist ein Gram-positiver, stäbchenförmiger, mesophiler und fakultativ 
anaerober Mikroorganismus. Es besiedelt die oberen Bodenschichten und kann bei schlechten 
Umweltbedingungen als Übergangszustand Sporen bilden. Der Lebensraum von 
Bodenorganismen ist durch wechselnde Umweltbedingungen, wie z.B. Hitze, Trockenheit, 
Wasserverfügbarkeit und pH-Wert geprägt. Eine aktive Stressadaptation, welche es der Zelle 
ermöglicht schnell und gezielt auf Veränderungen der Umwelt zu reagieren, ist daher eine 
unabdingbare Vorraussetzung für eine erfolgreiche Besiedlung eines solchen Lebensraumes. 
Ein weit verbreitetes Prinzip der Anpassung an wechselnde osmotische Umweltbedingungen 
ist die Akkumulation, durch Transport oder de novo Synthese, einer bestimmten Klasse 
niedermolekularer organischer Osmolyte, den so genannten kompatiblen Soluten. B. subtilis 
ist in der Lage das kompatible Solut Glycin Betain zu synthetisieren, wenn das 
Vorläufermolekül Cholin im umgebenden Medium vorhanden ist. Cholin wird über die 
beiden ABC-Transporter OpuB und OpuC in die Zelle aufgenommen und dort mit Hilfe der 
Enzyme GbsA und GbsB zu Glycin Betain oxidiert. Es ist bekannt, dass die Expression von 
gbsA und gbsB nicht osmotisch kontrolliert ist, sondern durch das Vorhandensein von Cholin 
induziert wird. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Gen gbsR, stromabwärts der 
gbsAB-Gene, für einen Repressor kodiert. GbsR induziert durch aktive Bindung von Cholin 
die Expression des gbsAB-Operons. Auch die Gene des Transporters OpuB, welcher den 
Transport von Cholin in die Zelle vermittelt, werden durch GbsR kontrolliert. Weiterhin 
konnte gezeigt werden, dass das Endprodukt Glycin Betain die Expression des gbsAB-
Operons reprimiert. Dies geschieht durch einen negativen Feedback-Loop von Glycin Betain 
auf GbsR. Durch die duale Kontrolle der GbsR-Aktivität durch Cholin und Glycin Betain 
wird verhindert, dass das kompatible Solut Glycin Betain in übermäßigen Mengen angehäuft 
wird. Der Repressor GbsR wurde in der vorliegenden Arbeit näher charakterisiert, so konnte 
durch Bandshift-Analysen gezeigt werden, dass es sich tatsächlich um ein DNA-bindendes 
Protein handelt, dass spezifisch an Sequenzbereiche der intergenischen Region von gbsAB- 
und opuB bindet. Eine mögliche Operator-DNA, die ein Inverted Repeat, ein typisches 
Bindemotiv für transkriptionelle Regulatoren, enthält, konnte durch Verkürzungen der 
Promotorregion ermittelt werden. Durch bioinformatische Studien konnte ermittelt werden, 
dass GbsR in vielen Bacillen und Staphylococcen vorhanden ist und sich dort ebenfalls in der 
Nähe der Glycin Betain Synthese Gene befindet. Eine vorhandene Kristallstruktur eines 
GbsR-ähnlichen Proteins aus Methanococcus jannaschii ermöglichte überdies die Einteilung 
des GbsR Proteins in die Familie der Winged Helix-Turn-Helix Proteine. 
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II. Einleitung 
 
 
Mikroorganismen sind in fast allen natürlichen und künstlichen Lebensräumen zu finden. Sie 
sind auch in extremen Habitaten in der Lage zu existieren und sich zu vermehren. Ihre 
natürliche Umgebung ist durch Schwankungen einer Vielzahl von abiotischen und biotischen 
Faktoren geprägt, zu denen im Wesentlichen Nährstofflimitation, pH-Wert, hydrostatischer 
Druck, Wasserverfügbarkeit, Temperatur und Salzgehalt zählen (Wood et al., 2001). 
Eine aktive Stressadaptation, welche es der Zelle ermöglicht schnell und gezielt auf 
Veränderungen der Umwelt zu reagieren, ist daher eine unabdingbare Vorraussetzung für eine 
erfolgreiche Besiedlung eines solchen Lebensraumes. Gezielte Anpassungsmechanismen sind 
in allen Domänen des Lebens konserviert (Roberts, 2005). 
 
1. Die Auswirkung der Osmolarität auf die Bakterienzelle  
 
Eine besondere Rolle spielt der Stress durch hohe oder wechselnde Osmolaritäten des 
umgebenden Mediums. Es gibt Mikroorganismen, die in ihrem Lebensraum ständig hohen 
Konzentrationen von osmotisch wirkenden Substanzen ausgesetzt sind. Diese finden wir zum 
Beispiel in Meerwasser und Salzseen (Ventosa et al., 1998). Andere wiederum besiedeln die 
oberen Bodenschichten und sind damit mit ständig wechselnden osmotischen Bedingungen 
durch Überflutung oder Austrocknung konfrontiert (Galinski & Trüper, 1994; Miller & Wood 
1996; Ventosa et al., 1998). 
Wasser ist eines der lebensnotwendigen Elemente, denn jeder Organismus besteht zum 
Großteil aus Wasser und benötigt dieses zum Überleben. Somit ist die Wasserverfügbarkeit 
(aw) und die damit verbundene Veränderung in Osmolarität und Salzgehalt in jedem 
speziellen Habitat für das Wachstum und das Überleben der Zelle von entscheidender 
Bedeutung. Die Wasserverfügbarkeit beinhaltet auch die Konzentrationen an gelösten Stoffen, 
wie Salze, Zucker, Aminosäuren und andere organische Osmolyte im Wasser (Madigan et al., 
2000, Grant, 2004) und ist somit limitierender Faktor für den Zellstoffwechsel und das 
Wachstum der Zelle (Galinski & Trüper, 1994; Csonka und Epstein, 1996; Wood, 1999; 
Bremer & Krämer, 2000). 
Ein elementarer Vorgang in der Natur ist die Osmose, bei der Flüssigkeitsteilchen durch eine 
semipermeable Membran diffundieren, mit der Tendenz die Konzentrationsunterschiede 
gelöster Teilchen auf beiden Seiten auszugleichen. Die bakterielle Cytoplasmamembran ist 
semipermeabel und durchlässig für Wasser, Glycerin, Gase und kurzkettige Alkohole, aber 
undurchlässig für Makromoleküle, polare oder hydrophile Ionen und Moleküle (Galinski, 
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1993; Madigan et al., 2000). Somit ist die bakterielle Zellmembran in Gram-negativen und 
gram-positiven Bacteria, sowie in Archea die wichtigste Abgrenzung zwischen dem 
Cytoplasma und der Umgebung. 
Unter hypoosmolaren Bedingungen ist die Konzentration von osmotisch aktiven Substanzen 
im Cytoplasma höher als im umgebenden Medium. Das hat zur Folge, dass Wasser entlang 
des osmotischen Gradienten in die Zelle strömt und sich ein hydrostatischer Druck gegen die 
Zellwand gerichtet aufbaut, der so genannte Turgor. Die Aufrechterhaltung des Turgors ist 
notwendig für das Zellwachstum und die Zellteilung (Höltje, 1998; Koch, 1983). 
Unter optimalen Bedingungen kann ein Zellinnendruck von circa 3-5 atm bei Gram-negativen 
Bakterien bzw. circa 15-20 atm bei Gram-positiven Bakterien gemessen werden (Csonka & 
Epstein, 1996). In der Natur muss die Bakterienzelle auf zwei Situationen besonders schnell 
reagieren können, um den Turgor in physiologische Grenzen halten zu können: osmotische 
„down-shifts“ und „osmotische upshifts“. Dies lässt sich anhand des Bodenhabitats besonders 
gut erläutern. 
(i) Durch Regen kommt es zu einer Überflutung des Bodens, es entsteht eine hypoosmotische 
Umgebung. Dies bedeutet eine große Stresssituation für den Mikroorganismus (Wood, 1999; 
Hoffmann et al., 2001). Durch die schnelle Verdünnung der Substanzen im Boden, diffundiert 
Wasser von außen durch die Cytoplasmamembran in die Zelle. Der Turgor steigt und es 
besteht die Gefahr des Platzens der Zelle. Um dies zu verhindern, besitzen einige 
Mikroorganismen mechanosensitive Kanäle. In B. subtilis haben die mechanosensitiven 
Kanäle MscL und MscS die Aufgabe, osmotisch wirksame Schutzsubstanzen unselektiv aus 
der Zelle sehr rasch auszuschleußen (Hoffmann et al., 2008). 
(ii) Durch Hitze hingegen verdunstet das Bodenwasser und die Konzentration von osmotisch 
wirksamen Substanzen in der Umgebung steigt deutlich an. Das Wasser hat nun das 
Bestreben aus der Zelle raus zu diffundieren, was zur Folge hat, dass es zur Plasmolyse 
kommt, die mit dem Zusammenbruch des Zellinnendrucks einhergeht.  
Für das Wachstum und das Überleben von Mikroorganismen ist die Entwicklung von 
Strategien zur Anpassung an extreme und schwankende Osmolaritäten essentiell. 
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2. Adaptation von Mikroorganismen an hochosmolare Bedingungen 
 
Der Fluss von Wasser über die Membran kann nicht nur osmotisch erfolgen, in einigen 
Mikroorganismen gibt es spezielle Wasserkanäle, so genannte Aquaporine. Ein solcher Kanal 
(AqpZ) wurde zum Beispiel in E.coli gefunden (Calamita et al., 1995). Aquaporine sind 
Kanäle, die den Durchtritt des Wassers in beide Richtungen durch die Membran erleichtern. 
In B. subtilis konnten bisher keine solcher Kanäle identifiziert werden (Holtmann et al., 
2004). 
In Mikroorganismen gibt es keinen aktiven Wassertransport, die Regelung des Wasserein-
bzw. Wasserausstroms erfolgt demnach durch das osmotische Potential des Cytoplasmas der 
Zelle (Kempf & Bremer, 2000; Bremer, 2002). 
Halophile Bakterien können durch die Akkumulation von Ionen in ihrem hypersalinen 
Lebensraum existieren (Galinski, 1993; Ventosa et al., 1998; Kempf & Bremer, 2000; Oren, 
2008). Diese Art der Adaptation wird „salt-in“- Strategie genannt (Galinski & Trüper, 1994; 
Kempf & Bremer, 2000). 
Viele halotolerante Mikroorganismen, wie z.B. das Gram-positive Bodenbakterium B. 
subtilis, haben eine andere Strategie zur Anpassung gefunden. Sie akkumulieren osmotisch 
aktive Substanzen, so genannte kompatible Solute (Galinski, 1993; da Costa et al., 1998; 
Bremer, 2002). Diese Strategie bezeichnet man als „salt-out“- Strategie (Galinski & Trüper, 
1994; Kempf & Bremer, 2000). 
 
2.1 „salt-in“- Strategie 
 
Diese Strategie ist hauptsächlich bei halophilen Mikroorganismen zu finden, die sich an stetig 
hochosmolare Bedingungen angepasst haben. Zu diesen gehören sowohl halophile Bacteria 
wie z.B. Haloanaerobiales und Silicibacter ruber als auch Archaea wie z.B. Halobacteria 
(Grant, 2004). Um dem Efflux des Wassers entgegen zu wirken, werden K+ und Cl-, also 
anorganische Ionen, in hohem Maße akkumuliert. Diese Mikroorganismen weisen eine sehr 
hohe molare Konzentration (bis 5 M) dieser Salze in der Zelle auf, was voraussetzt, dass alle 
metabolischen und regulatorischen Prozesse dieser Organismengruppe an die hohe 
Ionenkonzentration in der Zelle adaptiert sind. So sind vor allem saure Aminosäuren, wie 
Aspartat und Glutamat, und schwach hydrophobe Aminosäuren in der Aminosäuresequenz 
der Proteine zu finden (Lanyi, 1974; Dennis & Shimmin, 1997; Sleator & Hill, 2002). Die 
Proteinoberfläche hat so eine höhere negative Ladung, welche die Kationen in der Zelle 
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anzieht (Sleator & Hill, 2002; Zaccai et al., 1989). Man geht davon aus, dass diese Stärkung 
der Hydrathülle in Lebensräumen mit geringer Wasseraktivität das Überleben sichert. 
Diese Art der Strategie scheint sehr erfolgreich bei der Anpassung an extreme 
Salzkonzentrationen zu sein, ist aber im Hinblick auf die Habitate recht unflexibel, denn diese 
Organismen sind auf Lebensräume, wie Salzseen und Salinen, beschränkt, bei denen die 
Salzkonzentrationen relativ gleich bleiben. 
 
2.2 „salt-out“- Strategie 
 
Diese Strategie findet man in halotoleranten Bakterien, wie in B. subtilis. Die Bezeichnung 
„salt-out“ ist auf den aktiven Transport von anorganischen Ionen aus dem Cytoplasma heraus 
zurück zu führen. Es werden osmotische Schutzsubstanzen, sogenannte kompatible Solute, 
durch hoch affine Transportsysteme oder durch de novo Synthese im Cytoplasma akkumuliert 
(Galinski & Trüper, 1994; Csonka & Epstein, 1996; Miller & Wood, 1996; Bremer, 2002). 
Kompatible Solute interferieren nicht mit dem zentralen Stoffwechsel und können deshalb 
auch in hohen Konzentrationen akkumuliert werden. Durch diese Art der Adaptation sind 
Bakterien im Hinblick auf die Wahl ihres Lebensraumes deutlich flexibler (Bremer, 2002). 
Die Osmoprotektion durch die Akkumulation von kompatiblen Soluten ist ein konservierter 
Anpassungsmechanismus, der nicht nur von Mikroorganismen (Bacteria, Archaea, Eucarya) 
sondern auch von Pilzen, Pflanzen, tierischen und menschlichen Zellen genutzt wird (Rhodes 
& Hanson, 1993; Galinski & Trüper, 1994; Bohnert et al., 1995; Gutierrez et al., 1995; 
Csonka & Epstein, 1996; Hagemann et al., 1997; da Costa et al., 1998; Peter et al., 1998; 
Nakayama et al., 2000; Roberts et al., 2000; Holtmann, 2002; Kuhlmann & Bremer, 2002; 
Burg  & Ferraris, 2008).  
 
 
3. Osmoregulation in halotoleranten Bakterien am Beispiel von             
B. subtilis 
 
Bacillus subtilis ist ein Gram-positives, stäbchenförmiges, fakultativ anaerobes und 
mesophiles Bakterium. Es ist peritrich begeißelt und bildet Endosporen. Aufgrund seiner 
ubiquitären Verbreitung in den oberen Bodenschichten und seines komplett sequenzierten 
Genoms dient B. subtilis als Modellorganismus für Gram-positive Mikroorganismen. Die 
Osamoadaptation bei Bodenbakterien wird vor allem in B. subtilis studiert (Kempf & Bremer, 
1998). Als Mikroorganismus der oberen Bodenschicht ist B. subtilis besonders stark von  
Fluktuationen der externen Salzkonzentrationen betroffen (Miller & Wood, 1996). Daher sind 
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Adaptationen an diese wechselnden Bedingungen für die Besiedlung solcher Habitate 
essentiel. Durch Austrocknung des Bodens kommt es im Lebensraum von B. subtilis zu 
hypersalinen Bedingungen. Um solche extremen Umweltbedingungen zu bewältigen, 
bestände für B. subtilis als Endosporenbildner die Möglichkeit der Sporulation. Allerdings 
scheint die Sporulation aber nicht die bevorzugte Anpassungsreaktion von Bacilli an 
hochosmolare Bedingungen zu sein, da der mehrstufige Prozess der Sporulation unter 
Salzstress in Phase II abbricht. Die Aktivierung der frühen Sigmafaktoren σE und σF wird 
unter diesen Bedingungen blockiert und die Sporulationskaskade unterbrochen (Ruzal et al., 
1998). Somit muss sich B. subtilis als vegetative Zelle an die hochosmolare Bedingungen 
anpassen. Eine Alternative bei ständiger Präsenz als vegetative Zelle stellen dazu bakterielle 
Stressantworten dar, die das Überleben und Wachstum unter verschiedenen 
Stressbedingungen, wie Hitze-, Ethanol-, Säure-/Alkalistress, Nährstoffmangel, 
Sauerstofflimitation, oder einer erhöhten Salzkonzentration erlauben (Hecker et al., 1996; 
Bernhardt et al., 1997; Völker et al., 1999; Hecker & Völker, 2001). Generelle 
Stressantworten vermitteln einen allgemeinen Schutz gegenüber verschiedenen 
Umwelteinflüssen unabhängig vom auslösenden Stressfaktor. Die transiente Expression der 
Gene genereller Stressregulone unterliegt dabei der Kontrolle eines oder mehrerer 
Regulatoren (Hecker & Völker 1998; Völker et al., 1999). Das generelle Stressregulon in 
Bacillus subtilis wird durch den alternativen Transkriptionsfaktor SigB (σB) gesteuert, und 
kontrolliert, direkt oder indirekt, wahrscheinlich mehr als 150 Gene in B. subtilis (Petersohn 
et al., 2001; Price et al., 2001; Brigulla et al., 2003). Unabhängig von der generellen 
Stressantwort wird je nach Stressart eine spezifische Stressantwort induziert (Petersohn et al., 
2001; Brigulla et al., 2003; Holtmann et al., 2004). Das Zusammenspiel zwischen genereller 
und spezifischer Stressantwort gewährleistet die effiziente Adaption der Zellen an 
verschiedene Arten von Stress (Hengge-Aronis, 1999). Die generelle Stressanpassung in 
Gram-positiven Bakterien ist auf physiologischer Ebene eng verwandt mit der Stressantwort, 
die vom alternativen Transkriptionsfaktor RpoS in Gram-negativen Bakterien vermittelt wird 
(Hengge-Aronis, 1996; Loewen et al., 1998). Proteom-Analysen haben gezeigt, dass die 
durch einen plötzlichen Anstieg der Osmolarität induzierten Proteine in zwei Gruppen, die 
salzspezifischen und die generellen Stressproteine, unterteilt werden können (Bernhardt et al., 
1997). Es konnte gezeigt werden, dass die Überlebensfähigkeit einer sigB Mutante nach 
einem plötzlichen, wachstumslimitierenden Salzschock deutlich eingeschränkt ist (Völker et 
al., 1999). Direkt nach einem hyperosmotischen Schock sorgt σB für die transiente Expression 
der Gene opuD und opuE, welche für Transporter zur Aufnahme osmotischer 
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Schutzsubstanzen codieren. In hochosmolar adaptierten B. subtilis Zellen erfolgt die 
Transkription beider Gene nicht σB abhängig, sondern spezifisch osmotisch reguliert, solange 
der Stimulus andauert (von Blohn et al., 1997; Spiegelhalter & Bremer, 1998). Plötzliche, 
extreme Salzschocks und das Wachstum unter lang anhaltend hochosmolaren Bedingungen 
stellen offensichtlich unterschiedliche Anforderungen an die Stressreaktion der Zelle, denen 
sie zum einen mit der Anschaltung der generellen Stressantwort, zum anderen mit für 
osmotischen Stress spezifischen Anpassungsreaktionen, wie der Akkumulation kompatibler 
Solute, begegnet. Das SigB-Regulon bietet eine schnelle, aber meist transiente Antwort, 
während andere Sigma-Faktoren, wie z. B. σA, so lange aktiv bleiben wie der Stimulus 
andauert. Proteom- und Northern-Analysen in B. subtilis zeigten aber auch, dass unter 
Hitzestress und bei suboptimaler Wachstumstemperatur σB kontrollierte Gene kontinuierlich 
induziert sind (Brigulla et al. 2003; Holtmann et al. 2004). So haben auch viele Gene für die 
de novo Biosynthese osmotischer Schutzsubstanzen Promotoren, die von σA erkannt werden 
(Brill, 2001; Kuhlmann, 2002; Kuhlmann & Bremer, 2002). 
 
3.1 Erste Phase: Akkumulation von K+-Ionen 
 
Kalium-Ionen sind die am häufigsten vorkommenden Kationen im Cytoplasma und dienen, 
als eine der wichtigsten intrazellulären Osmolyte, der Aufrechterhaltung des Turgors (Csonka, 
1989). In B. subtilis erfolgt die Osmoadaptation in einer zweistufigen Anpassungsreaktion. Ist 
B. subtilis einem plötzlichen Anstieg der Salzkonzentrationen im umgebenden Medium und 
dem damit verbundenem Verlust von Zellwasser ausgesetzt, so erfolgt eine rasche 
Akkumulation von Kalium-Ionen aus der Umwelt (Whatmore et al., 1990). Werden Zellen 
mit einem Anstieg der Salzkonzentration von 0 M auf 0,4 M konfrontiert, so steigt die 
intrazelluläre Kaliumkonzentration binnen einer Stunde von circa 350 mM auf circa 650 mM 
an (Whatmore et al., 1990). Die Aufnahme der Kalium-Ionen aus dem Medium in die Zelle 
erfolgt über spezifische Kalium-Transportsysteme (Ktr), die sowohl in Mikroorganismen wie 
auch in Pflanzen gefunden werden konnten. Das System besteht aus zwei Komponenten, 
einem Transembranprotein (KtrB), das einen Kaliumkanal entspricht, und einem 
membranassozierten Protein (KtrA), das einem regulatorischen Protein entspricht, welches 
durch Bindung von Liganden die Aktivität des Kalium-Kanals reguliert (Holtmann et al., 
2004; Albright et al., 2007). 
In B. subtilis erfolgt die Aufnahme der Kalium-Ionen über das Transportsystem KtrAB (Km = 
1,2 mM) und über das niedrig affine Transportsystem KtrCD (Km = 12 mM) (Holtmann et al., 
2003). Die Kaliumaufnahme über die Ktr-Systeme ist ein wichtiger Teil der Adaptation nach 
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einem hyperosmolaren Schock, aber auch bei stetigem Wachstum unter hochosmolaren 
Bedingungen, denn fehlt das KtrAB- System, so kann B. subtilis nach einem solchen Schock 
nicht mehr wachsen (Holtmann et al., 2003). 
Die Akkumulation von Kalium-Ionen ist notwendig um den Zellinnendruck 
wiederherzustellen. Um die positive Nettoladung auszugleichen, ist die Akkumulation eines 
Gegenions nötig. In E. coli konnte gezeigt werden, dass Glutamat die Funktion als Gegenion 
erfüllt (Cayley et al., 1991; McLaggan et al., 1994). Dieser Sachverhalt wurde auch für B. 
subtilis vermutet, allerdings konnte nach einem osmotischen Schock kein Anstieg des 
Glutamatlevels in der Zelle festgestellt werden (Whatmore et al., 1990). Eine hoher 
intrazellulärer Kaliumspiegel führt dazu, dass das Cytoplasma alkalysiert wird (Krulwich et 
al., 2001) und damit essentielle Vorgänge wie die Proteinbiosynthese gestört werden (Kempf 
& Bremer, 1998; Holtmann et al., 2003). Aus diesem Grund erfolgt nun der zweite Schritt der 
Osmoanpassung, die Akkumulation von kompatiblen Soluten. 
 
3.2 Zweite Phase: Akkumulation von kompatiblen Soluten 
 
Kompatible Solute ersetzen die angehäuften Kalium-Ionen und können in höheren 
Konzentrationen akkumuliert werden, da sie nicht mit dem Stoffwechsel interferieren 
(Whatmore et al., 1990). Es stehen grundsätzlich zwei Mechanismen zur intrazellulären 
Anhäufung zur Verfügung, zum einen die Aufnahme von exogenen Soluten aus der 
Umgebung und zum anderen die endogene de novo Synthese dieser Solute (Csonka und 
Epstein, 1996; Holtmann et al., 2003). 
In B. subtilis wurden bisher fünf Systeme identifiziert und charakterisiert, die die Aufnahme 
von kompatiblen Soluten vermitteln. Hierbei handelt es sich um die Opu-Transportsysteme 
(osmoprotectant uptake) OpuA, B, C, D und OpuE (Abb.3) (Kempf & Bremer, 1998). Zu den 
zwölf bisher bekannten kompatiblen Soluten in B. subtilis zählen unter anderem Prolin, 
Glycin Betain, Carnitin, Cholin-O-Sulfat und Ectoin (Kempf & Bremer, 1995; Kappes et al., 
1996; von Blohn et al., 1997; Kappes et al., 1999).  
Glycin Betain, eines der wichtigsten kompatiblen Solute in B. subtilis, wird mit Hilfe der 
Glycin Betain-Synthesegene gbsA und gbsB aus dem Vorläufermolekül Cholin, das über die 
ABC-Transporter OpuB und OpuC aufgenommen werden kann, synthetisiert (Boch et al., 
1996). Über eine endogene de novo Synthese ist dieser Mikroorganismus in der Lage große 
Mengen Prolin aus dem Vorläufer Glutamat herzustellen und zu akkumulieren. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Herstellung von Prolin durch die Enzyme ProH, ProJ und ProA 
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vermittelt wird und dass ein proportionaler Zusammenhang zwischen der Osmolarität des 
Mediums und der akkumulierten Prolinmenge besteht (Brill, 2002). Die proHJ-Gene sind die 
am meisten Salz-induzierten Gene in B. subtilis (Steil et al., 2003). Überdies kann B. subtilis 
durch die Hydrolyse von aufgenommenen prolinhaltigen Di- und Tripeptiden Prolin 
akkumulieren (Brill, 2002; Barzantny, 2008). 
 
4. Kompatible Solute 
 
Es gibt eine Vielzahl verschiedener kompatibler Solute in der Natur durch deren 
Akkumulation das Überleben und das Wachstum unter verschiedenen Stressbedingungen 
ermöglicht wird (Kempf & Bremer, 1998; Bremer & Krämer, 2000; Wood et al., 2001; 
Holtmann et al., 2003). Kompatible Solute sind kleine, leicht lösliche, organische Moleküle, 
die bei einem physiologischen pH-Wert keine Nettoladung tragen, d.h. sie liegen demnach bei 
Bacteria als Zwitterion oder ungeladen vor (Galinski, 1995). Diese Solute können bis zu 
molaren Konzentrationen in der Zelle angehäuft werden, ohne einen negativen Einfluss auf 
den zellulären Stoffwechsel, die Proteinfaltung, die Membranintigrität oder die Zellteilung zu 
haben (Brown, 1976; Le Rudulier et al., 1984; Kaasen et al., 1994). Aufgrund der Tatsache, 
dass diese organischen Osmolyte vielfach metabolisch inert sind, und in der Zelle schnell auf- 
und abreguliert werden können ohne den zentralen Metabolismus zu stören, erhielten sie den 
Namen kompatible Solute (Brown & Simpson, 1972; Yancey et al., 1982; Yancey, 2005). 
Die Akkumulation kompatibler Solute als Schutz gegen hyperosmotischen Stress ist in allen 
drei Domänen des Lebens vertreten (Kempf & Bremer, 1998; Roberts, 2005, Burg & Ferraris, 
2008). Das Spektrum der verwendeten Solute ist auf vier Stoffklassen beschränkt (Abb.1) 
(Miller & Wood, 1996; Kempf & Bremer, 1998; Bremer & Krämer, 2000; Grant, 2004; 
Holtmann et al., 2004). 
Zu diesen Stoffklassen zählen: 
1. α- und β- Aminosäuren und deren Derivate 
a) Aminosäuren, wie Prolin, Glutamin und Glutamat  
b) Tetrahydropyrimidine, Ectoin und Hydroxyectoin 
c) N-acetylierte Aminosäuren 
d) Glutamin-Amid Derivate 
e) Kleine Peptide 
2. Zucker, Heteroside und Pyrole 
a) Zucker, wie Trehalose und Saccharose 
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b) Zuckerderivate, wie Glycosylglycerol und Sulphotrehalose 
c) Polyole, wie Glycerol und Mannitol 
3. Tri-Methyl-Ammonium- Verbindungen, wie z.B. 
a) Glycin Betain 
b) Cholin 
c) Carnitin 
4. Methylsulfoniumverbindungen und Sulfatester, wie z.B. 
a) Cholin-O-Sulfat 
b) Dimethylsulfoniumpropionat 
c) Dimethylsulfoniumacetat 
 
 
Abbildung 1. Ausgewählte Vertreter kompatibler Solute 
Die in B. subtilis und nah verwandten Species synthetisierten kompatiblen Solute sind grau unterlegt (Madigan 
et al., 2000; Santos & da Costa, 2002, Bremer, 2002, Bursy et al., 2007). 
 
 
Die Akkumulation von kompatiblen Soluten kann sowohl durch die Aufnahme exogen 
vorliegender Substanzen als auch über die endogene de novo Synthese erfolgen (Csonka und 
Epstein, 1996; Holtmann et al., 2004). Oft kann ein breites Spektrum exogener, vorgefertigter 
Substanzen aufgenommen werden, während die Möglichkeiten zur de novo Synthese sich 
meist auf ein oder zwei kompatible Solute beschränkt. 
Glycin Betain z.B. ist eines der wichtigsten und am meisten genutzten kompatiblen Solute in 
der Natur (Courtenay et al., 2000). Es kann von B. subtilis über die Transportsyteme OpuA, 
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OpuC oder OpuD aufgenommen oder aus dem Vorläufermolekül Cholin synthetisiert werden 
(Boch et al., 1996). 
Man findet Glycin Betain als Osmoprotectivum in Bakterien, Archaeen, Pflanzen und sogar in 
tierischen und menschlichen Zellen. Auch Ectoin und Hydroxyectoin sind als osmotische 
Schutzsubstanzen weit verbreitet, so findet man Aufnahmensysteme dafür in B. subtilis 
(Jebbar et al., 1995), E. coli, C. glutamicum (Csonka & Epstein, 1996; Bremer & Krämer, 
2000) und in halophilen Bakterien wie Halomanas elongata und Virgibacillus pantothenticus 
(Gramman et al., 2002; Kuhlmann & Bremer, 2002). 
Die meisten kompatiblen Solute in Bacteria und Eukarya sind biologisch, chemisch und 
physikalisch stabil und üben eine indirekte Interaktion mit Proteinen aus (Csonka, 1989). Sie 
bewirken in der Zelle eine Stabilisierung der Proteine und anderen Zellkomponenten, wie z.B. 
der Zellmembran (Hincha & Hagemann, 2004) und verhindern so deren Denaturierung durch 
hohe ionische Konzentrationen im Cytoplasma („preferential exclusion model“, Kapitel 
II.4.1). 
Auch in Archaea hat man sich der Erforschung der Stressantwort auf hyperosmolare 
Wachstumsbedingungen angenommen. Wie Eubakteria sind auch Archaea in der Lage 
kompatible Solute aus ihrer Umwelt aufzunehmen und/ oder endogen de novo zu 
synthetisieren (Müller et al., 2005). Die von Archaea bevorzugten kompatiblen Solute 
gleichen in ihrer Basisstruktur und in ihren Eigenschaften denen der Bacteria und Eukarya. 
Allerdings besitzen diese bei einem physiologischen pH-Wert eine negative Nettoladung 
(Roberts, 2005). Man geht davon aus, dass die negativ geladenen Solute als Gegenion zu den 
hohen intrazellulären Konzentrationen an positiven Kalium-Ionen verwendet werden (Martin 
et al., 1999, Roberts, 2005). Auch hier lassen sich die kompatiblen Solute in zwei chemische 
Gruppen teilen: 1. in Zucker und Pyrole und 2. in Aminosäuren und deren Derivate (Pflüger 
& Müller, 2004). Beispiele für ausschließlich archaelle kompatible Solute sind 2-O-D-
Mannosyl-D-Glycerat, Diglycerolphosphat, α-Glucosylglycerat, β-Glutamat, β-Glutamin und 
Nε-Acetyl-β-Lysin, Di-myo-1,1´-Inositolphosphat und zyklisches 2,3 Biphosphoglycerat 
(Pflüger et al., 2003). 
Kompatible Solute fungieren nicht ausschließlich als Protektivum bei hochosmolaren 
Wachstumsbedingungen, sie können die Zelle auch vor anderen Stressfaktoren, wie z.B. hohe 
und niedrige Temperatur, Einfrier- und Auftauprozesse und Austrocknung schützen (Lippert 
& Galinski, 1992; Welsh, 2000). 
So wirkt zum Beispiel Ectoin in V. pantothenticus osmo- und kälteprotektiv (Kuhlmann, 
2002; Kuhlmann et al., 2008). Auch Glycin Betain zeigt in den Mikroorganismen Listeria 
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monocytogenes (Bayles und Wilkinson, 2000) und B. subtilis (Brigulla et al., 2003; T. 
Hoffmann, persönliche Mitteilung) kälteprotektive Wirkung. Glycin Betain ist zudem auch als 
Thermoprotektivum in Archeoglobus fulgidus, einem hyperthermophilen und B. subtilis, 
einem mesophilen Mikroorganismus, beschrieben (Holtmann et al., 2003; Holtmann & 
Bremer, 2004). 
Kompatible Solute haben neben ihrer Eigenschaft der Hydrierung der Zelle auch 
proteinstabilisierende Eigenschaften, sowohl in vitro als auch in vivo (Lippert & Galinski, 
1992; Diamant et al., 2003; Arora et al., 2004). Das heißt, kompatible Solute können Proteine 
vor der Denaturierung schützen. Aufgrund dieser proteinstabilisierenden Eigenschaften 
werden diese kompatiblen Solute auch als „chemical chaperones“ bezeichnet (Diamant et al., 
2001, 2003). Aus diesem Grund finden kompatible Solute in verschiedenen industriellen 
Produkten Anwendung (Roberts, 2005). Ectoin zum Beispiel schützt die Haut vor 
Stressfaktoren wie UV-Strahlung (Bünger & Driller, 2004), Trockenheit, Hitze oder Kälte 
und ist deshalb Inhaltsstoff verschiedenster Kosmetika und Hautpflegeprodukte. 
Auch wird Ectoin bei der Optimierung der PCR eingesetzt (bitop AG, Witten, Deutschland) 
Hat man GC-reiche DNA-Abschnitte und somit eine hohe Schmelztemperatur, erleichtert 
Ectoin die Amplifikation durch die Stabilisierung der Polymerase (Schnoor et al., 2004). Die 
Versalzung von landwirtschaftlichen Nutzflächen nimmt immer weiter zu. In solchen von 
zunehmender Versalzung bedrohten Anbaugebieten besteht ein großes ökonomisches 
Interesse an der Entwicklung von transgenen salztoleranten Kulturpflanzen (Wood, 2003). 
Glycin Betain kommt in vielen wilden Pflanzenarten vor, die einen hohen Grad an Dürre- 
oder Salzverträglichkeit aufweisen. Auch einzelne Kulturpflanzen wie zum Beispiel 
Zuckerrüben und Baumwolle sind zur Bildung von Glycin Betain befähigt. In den meisten 
stressempfindlichen Kulturpflanzen wie dem Grossteil der Gemüse- und Fruchtarten werden 
jedoch keine nennenswerten Mengen an osmoprotektiven Substanzen produziert. So konnte 
der Transfer eines Gens für die Cholin-Oxidase, welche die Oxidation von Cholin zu Glycin 
Betain katalysiert, in die Pflanze Arabidopsis thaliana die Salz- und Hitzetoleranz dieser 
Pflanze steigern (Alia et al., 1998). Auch bei Tabakpflanzen gelang es die bet-Gene für die 
Glycin Betain Synthese aus E. coli in das Genom zu integrieren (Holstrom et al., 2000). Die 
Pflanzen zeigten eine leicht erhöhte Toleranz gegenüber Salzstress. Ebenso findet Glycin 
Betain in der Industrie als Glycin Betain-Wasser-Lösung Anwendung als Wärmeübertrager 
(B.P.M. Willems, Marketing & Technology Consult BV, Niederlande, J. Jokinen, Fortum Oil 
Oy, Finland).  
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4.1 Wirkungsweise kompatibler Solute 
 
Kompatible Solute schützen die Zelle auf zwei Arten vor hyperosmolarem Stress (Kempf & 
Bremer, 1998). Zum einen verringern sie durch ihre schnelle Akkumulation zu molaren 
Konzentrationen die osmotische Potentialdifferenz zwischen Zelle und der Umgebung. 
Dadurch verringert sich der Wasserausstrom und der Zellinnendruck wird aufrechterhalten. 
Die Menge an freiem cytoplasmatischem Wasser ist eine wichtige Determinante für das 
Zellwachstum (Cayley et al., 1992). Kompatible Solute wie zum Beispiel Glycin Betain oder 
Prolin erhöhen die Menge an freiem Wasser in der Zelle und vergrößern somit das Volumen 
des Cytoplasmas (Record et al., 1998). 
Zum anderen wirken kompatible Solute als Stabilisatoren für Proteine und andere 
Zellkomponenten, die aufgrund der hohen Ionenstärke zu denaturieren drohen. Die exakten 
biochemischen Mechanismen, auf welchen die Wirkung der kompatiblen Solute beruht, sind 
auch heute noch nicht vollständig verstanden (Kempf & Bremer, 1998). 
Zur Erklärung der Effekte wird das „preferential exclusion“-Modell von Arakawa und 
Timasheff  herangezogen (Arakawa & Timasheff, 1985), welches besagt, dass diese 
kompatiblen Solute aus der Hydrathülle von Proteinen ausgeschlossen werden und dadurch 
stabilisierend auf die Hydrathülle von Proteinen und anderen Makromolekülen wirken (Abb. 
2). Dieses Modell beruht darauf, dass aufgrund von Kräften, ähnlich hydrophoben 
Wechselwirkungen, kompatible Solute von der Umgebung des Peptidrückgrates 
ausgeschlossen werden. Die Kräfte werden als osmophobe Wechselwirkungen bezeichnet 
(Bolen & Baskakov, 2001). Durch den Ausschluss der Solute aus der Hydrathülle des 
Proteins, kommt es zu einer nicht homogenen Verteilung der Solute im Cytoplasma. Es 
erfolgt eine Erniedrigung der Entropie und daraus resultiert ein thermodynamisches 
Ungleichgewicht. Dieses Ungleichgewicht erzeugt eine thermodynamische Kraft, d.h. die 
kompatiblen Solute versuchen sich möglichst gleichmäßig in der Zelle zu verteilen und üben 
damit einen Druck auf die im Cytoplasma vorhandenen Moleküle aus, der das Protein in eine 
möglichst kompakte Konformation drängt, und somit die native Struktur des Proteins 
stabilisiert (Street et al., 2006; Ignatova & Gierasch, 2006; Burg & Ferraris, 2008). 
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Abbildung 2: Modell des präferenziellen Ausschlusses zur Proteinstabilisierung durch kompatible Solute. 
In (A) ist die modellhafte Tertiärstruktur eines nativen Proteins mit seiner Hydrathülle im ungestressten Zustand 
dargestellt; (B) Unter Stress denaturierendes Protein. Kompatible Solute sind als Kugeln dargestellt und werden 
aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften von der direkten Hydrathülle ausgeschlossen, was zu einer 
ungleichmäßigen Verteilung im Cytoplasma führt; (C) Um diese energetisch ungünstige Verteilung zu 
minimieren, nimmt das Protein eine möglichst kompakte Form ein, die dem nativen Protein (A) sehr ähnelt. 
[(Arakawa & Timasheff, 1985; Bolen & Baskakov, 2001), Bildquelle: bitop AG, Witten, Deutschland; 
(www.bitop.de)]  
 
 
5. Die Aufnahme von kompatiblen Soluten in B. subtilis 
 
Die unterschiedlichen Habitate von B. subtilis bieten ihm ein weites Spektrum an exogen 
vorgeformten kompatiblen Soluten, welche durch Wurzelexudate, verrottetes 
Pflanzenmaterial oder den Abbau von mikrobiellen und tierischen Zellen in das Ökosystem 
gelangen (Welsh, 2000; Bremer, 2002). Die Aufnahme von kompatiblen Soluten aus der 
Umwelt wird meistens der energieaufwendigeren de novo Synthese vorgezogen (Dinnbier et 
al., 1988; Oren, 2008). 
Im natürlichen Ökosystem variiert zum einen sowohl das Angebot an osmoprotektiv 
wirkenden Substanzen als auch das Angebot der Vorläufer für deren Synthese. Zum anderen 
kommen diese meist nur in sehr niedrigen Konzentrationen vor. Die Konzentrationen liegen 
üblicherweise im nanomolarem bis mikromolarem Bereich (Kiene et al., 1998). Aus diesem 
Grund weisen die Transporter für Osmoprotektiva eine hohe Affinität zu ihren wichtigsten 
Substraten auf und ihre Transportkapazität ist so ausgerichtet, dass sie eine schnelle 
cytoplamatische Akkumulation von kompatiblen Soluten bis hin zu molaren Konzentrationen 
erlauben. Um einen Vorteil von dem Spektrum an verfügbaren Osmoprotektiva in der 
Umgebung zu haben, besitzen Mikroorganismen meist verschiedene Aufnahmesysteme, 
darunter auch solche die ein breites Spektrum an Substraten transportieren können (Bremer & 
Krämer, 2000). 
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In B. subtilis wurden fünf Transportsysteme (OpuA – E) (Abb. 3) identifiziert, die die 
Aufnahme kompatibler Solute vermitteln. Diese überlagern sich in ihrer Substratspezifität und 
stellen somit sicher, dass B. subtilis dadurch eine Vielzahl organischer Osmolyte aus der 
Umwelt aufnehmen kann. Diese Transporter vermitteln sowohl die durch Salzstress induzierte 
Aufnahme von kompatiblen Soluten, als auch die durch Hitze- und Kältestress (Holtmann et 
al., 2004). 
Die Transporter OpuA, OpuB und OpuC gehören zu der Familie der ABC-Transporter (ATP 
Binding Cassette) (Kempf & Bremer, 1995; Davidson et al., 2008). Durch die Hydrolyse von 
ATP wird die Energie für die Substrattranslokation geliefert. Die Strukturgene ihrer 
Komponenten sind in einem Operon organisiert und  ihre Transkription ist osmotisch 
induziert. Der Transporter OpuA besteht aus drei Untereinheiten (Horn et al., 2005): der 
ATPase (OpuAA) sowie der Permease (OpuAB), die zusammen den eigentlichen 
Translokationskomplex bilden, und dem Substratbindeprotein (OpuAC) (Kempf & Bremer, 
1995). OpuA hat ein moderates Substratspektrum, wobei das System eine hohe 
Transportkapazität für Glycin Betain aufweist, was es zum dominanten GB-Transporter in B. 
subtilis macht (Kappes et al., 1996). OpuB und OpuC besitzen jeweils eine andere zweite 
Transmembrandomäne (OpuBD und OpuCD). Das größte Spektrum an Substraten kann 
OpuC aufnehmen (Bremer & Krämer, 2000), OpuB hingegen vermittelt nur den Transport 
von Cholin, dem Vorläufer für die GbsAB-vermittelte Glycin Betain Synthese (Boch et al., 
1996). Die Substratbindeproteine aller drei ABC-Transporter sind über eine Modifikation von 
Lipidbestandteilen in der Cytoplasmamembran verankert (Kempf et al., 1997; Kappes et al., 
1996). OpuD und OpuE sind Transporter, die jeweils aus einer Einzelkomponente bestehen. 
OpuD wird in die Familie der BCCT-Transporter (Betain Cholin Carnitin Transporter) 
eingeordnet (Kappes et al., 1996). Diese Transporterfamilie ist bisher nur in 
Mikroorganismen gefunden worden (Saier et al., 1999). Sie werden über einen Protonen- oder 
Natriumgradienten angetrieben und nehmen die Substrate im Symport mit den Protonen oder 
dem Natrium auf. Viele Mitglieder dieser Familie sind involviert in die Aufnahme 
osmotischer Schutzsubstanzen wie z.B. der Ectoin-Transporter EctT aus V. pantothenticus 
oder das Betain/Ectoin-Aufnahmesystem LcoP aus Corynabacterium glutamicum (Kuhlmann, 
unveröffentlicht; Steger et al., 2004). 
OpuE gehört zu der Superfamilie der SSS-Transporter (Sodium Solute Symporter) (Reizer et 
al., 1994; Saier, 2000). Diese Transporter sind im Gegensatz zu BCCT-Transportern auch in 
eukaryotischen Zellen zu finden. Unter hyperosmolaren Bedingungen vermittelt OpuE, als 
einziges Aufnahmesystem in B. subtilis die Aufnahme von Prolin (von Blohn et al., 1997). 
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Prolin wird im Symport mit Na+ in die Zelle transportiert. OpuE ist auch für den 
Rücktransport von Prolin, welches aufgrund der hohen cytoplamatischen Konzentrationen 
während der de novo Synthese in das Medium diffundiert, verantwortlich (Moses, 1999). 
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Abbildung 3: Transportsysteme zur Aufnahme kompatibler Solute in B. subtilis mit ihren 
Substratspezifitäten. Dargestellt sind die Importsysteme OpuA, OpuB und OpuC, die zur Gruppe der 
bindeprotein abhängigen ABC-Transporter gehören, sowie die sekundären Transporter OpuD und OpuE 
(Bremer, 2002). 
 
 
6. Die Synthese von kompatiblen Soluten in B. subtilis 
6.1 Die Rolle von Glutamat als Osmoprotektivum und die Akkumulation von Prolin 
durch de novo Synthese 
 
Glutamat spielt in allen Domänen des Lebens eine sehr wichtige Rolle. Es ist als zentrales 
Metabolit für die Synthese von Aminosäuren von großer Bedeutung. Glutamat ist das 
häufigste Anion in der Zelle (100-200 mM) (Picossi et al., 2007) und übernimmt mehrere 
Aufgaben. Zum einen ist es essentiell für die Proteinbiosynthese und zum anderen hat es mit 
seiner Rolle als Verbindungsglied zwischen dem Kohlenstoff – und Stickstoffkreislauf eine 
wesentliche Stellung im Stoffwechsel vieler Mikroorganismen, so auch im Modellorganismus 
B. subtilis (Wacker et al., 2003). Beide Stoffwechselsysteme üben eine Rückkopplung auf die 
Glutamatsynthese aus (Belinski & Sonenshein, 2004). B. subtilis ist in der Lage mit Glutamat 
als einziger Stickstoffquelle zu wachsen. Darüber hinaus dient Glutamat zusammen mit der 
Aminosäure Glutamin als Donor für Amino- und Ammoniumgruppen für die Biosynthese von 
fast allen zellulären Stickstoffverbindungen (Fisher & Sonenshein, 1991). 
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Glutamat hat weiterhin eine wichtige Bedeutung in der Osmoprotektion in B. subtilis, denn es 
fungiert als Vorläufermolekül für die salzstress-induzierte Prolinsynthese. Es kann bei 
exogener Zugabe als Protektivum bei Salz-und Hitzestress dienen (Holtmann & Bremer, 
2004). In Laborversuchen konnte gezeigt werden, dass B. subtilis unter hyperosmolaren 
Wachstumsbedingungen durch die Zugabe von Glutamat in das umgebende Medium einen 
nachweisbaren Wachstumsvorteil hat (Brill, 2002; Dolezal, 2006).  
Zahlreiche unterschiedliche Bacillus-Arten und verwandte Genera sind überdies in der Lage 
unter hyperosmolaren Bedingungen Glutamat de novo zu synthetisieren und dieses als 
Osmoprotektivum zu nutzen (Kuhlmann & Bremer, 2002; Bursy et al., 2007). Allerdings 
zählt Glutamat trotz seiner schützenden Wirkung bei Salzstress zu den schwachen 
Osmoprotektiva. Andere Bacillus-Arten, wie z.B. Bacillus cereus, akkumulieren Glutamat als 
einzige Schutzsubstanz gegen Salzstress. Diese sind allerdings nicht fähig hohe Salinitäten zu 
ertragen (Kuhlmann, 2002). Bei moderat hypertonen Bedingungen hingegen stellt Glutamat 
das dominante de novo synthetisierte Solut in B. subtilis dar. Die endogene Glutamatsynthese 
erfolgt über die Glutamatsynthase (GOGAT = 2-Oxoglutarat-Glutamin-Aminotransferase), 
welche aus den beiden Untereinheiten GltA und GltB besteht (Belitski & Sonenshein, 2004), 
und die Reaktion von Glutamin und 2-Oxoglutarat zu zwei Molekülen Glutamat katalysiert. 
Die Gene gltA und gltB, die für die Glutamatsynthase codieren, sind in einem Operon 
organisiert. Dieses Operon unterliegt zum einen der Kontrolle durch GltC und zum anderen 
kann es durch das Repressorprotein TnrA reprimiert werden. Die Repression von gltAB durch 
TnrA wird durch das Endprodukt Glutamat ausgelöst (Belitsky, 2002). 
Steigt nun die externe Osmolarität auf hyperosmotische Bedingungen an, so wird Glutamat, 
als schwaches Osmoprotektivum durch Prolin ersetzt. Die Prolinsynthese als osmotische 
Adaptation zählt zur zweiten Phase der Reaktion auf eine hyperosmolare Umwelt. Prolin wird 
als kompatibles Solut im Cytoplasma akkumuliert. Die de novo Synthese von Prolin als 
osmotische Schutzsubstanz ist in Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien (Kawahara 
et al., 1989; Guillouet & Engasser, 1995) zu finden, aber auch in Pflanzen (Delauney & 
Verma, 1990). Prolin spielt ebenso wie Glutamat eine wichtige Rolle und gehört zu den 
bedeutendsten osmotischen Schutzsubstanzen in B. subtilis. Es wird als proteinogene 
Aminosäure im Anabolismus benötigt und kann von B. subtilis als alleinige Kohlenstoff- und 
Stickstoffquelle zum Wachsen genutzt werden (Kempf & Bremer, 1998; Moses, 1999). In B. 
subtilis existieren zwei Prolinsynthesewege. Erstens der ProBA-Weg, welcher für die anabole 
Prolinsynthese zuständig ist und die Enzyme ProB, ProA, ProI und ProG umfasst (Buxton, 
1980, Belitsky et al., 2001), und zweitens der ProHJ-Weg. Die Synthesegene proH und proJ 
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für Prolin liegen in einem Operon und werden durch Salz induziert. Das Ausgangsprodukt für 
die Prolinsynthese ist Glutamat. Dieses wird durch die Enzyme ProH und ProJ zu Prolin 
umgesetzt (Brill, 2002; Dolezal, 2006). Die γ-Glutamylphosphatreduktase (ProA) wird in 
beiden Synthesewegen verwendet und unterliegt keiner osmotischen Regulation. Ihr 
Basislevel reicht aus, um die Prolinsynthese unter Salzstress zu gewährleisten (Brill, 2002). 
Steigt die Salzkonzentration im Medium plötzlich von 0 M auf 0,4 M NaCl, so erhöht sich die 
interne Prolinkonzentration massiv und steigt innerhalb von 7 Stunden von einem Basallevel 
von 16 mM auf ca. 700 mM (Whatmore et al., 1990). Es besteht dabei ein proportionaler 
Zusammenhang zwischen der Osmolarität des Mediums und der akkumulierten Prolinmenge 
(Brill, 2002). Dass die Prolinsynthese für die Osmostressantwort von großer Bedeutung ist, 
zeigt eine Mutante, in der die Gene proH und proJ ausgeschaltet sind. Diese hat eindeutige 
Wachstumsnachteile unter hyperosmolaren Bedingungen (Brill, 2002; Dolezal, 2006). 
Allerdings gilt für die energetisch ungünstigere de novo Synthese von Prolin, falls extern 
nutzbare Solute vorhanden sind, wird der Transport der Produktion vorgezogen. 
 
 
6.2 Die Synthese von Glycin Betain 
 
Glycin Betain ist eines der potentesten und das meistgenutzte Osmoprotektivum in Bakterien, 
Pflanzen, Tieren und auch menschlichen Zellen (Burg & Ferraris, 2008; Burg et al., 1997; 
Csonka & Epstein, 1996, Kempf & Bremer, 1998; McNeil et al., 1999; Rhodes & Hanson, 
1993). In Mikroorganismen existieren für die Synthese des trimethylierten 
Aminosäurederivates zwei verschiedene Wege. Einige Bakterien, darunter halophile und 
halotolerante phototrophe Cyanobakterien (Reed et al., 1986; Sibley & Yopp, 1987) und 
halophile Archaea (Lai et al., 1999), sowie viele höhere Pflanzen  können Glycin Betain bei 
Osmostress de novo synthetisieren. Dabei wird die Aminosäure Glycin in einer dreistufigen 
Methylierungsreaktion zu Glycin Betain umgewandelt. Als Zwischenprodukte erhält man 
Sarcosin und Dimethylglycin. S-Adenosyl-Methionin fungiert dabei als Methyl-Gruppen-
Donor (Galinski & Trüper, 1994). Es werden für die Regeneration einer aktiven 
Methylgruppe des S-Adenosyl-Methionins zwölf ATP Äquivalente verbraucht (Atkinson, 
1977). Da der energetische Aufwand dieser Glycin Betain Synthese sehr hoch ist, ist diese de 
novo Synthese unter den heterotrophen Bakterien wenig verbreitet. Eine Ausnahme bildet der 
extrem halophile Actinomycet Actinopolyspora halophila (Nyyssola & Leisola, 2001; 
Nyyssola et al., 2000). 
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Der zweite Biosyntheseweg, die enzymatische Oxidation von Cholin zu Glycin Betain, ist der 
am häufigsten verwendetete Weg in Prokaryoten und Eukaryoten. Allerdings können die 
dabei beteiligten Enzyme varrieren (Bremer & Krämer, 2000). 
In den Gram-positiven Bakterien Arthrobacter pascens und A. globiformis (Rozwadowski et 
al., 1991) und in dem Schleimpilz Cylindrocarpon didymum konnte eine FAD-haltige lösliche 
Cholinoxidase identifiziert werden, welche in der Lage ist beide Schritte der Cholinoxidation 
zu Glycin Betain über das Zwischenprodukt Glycin Betain Aldehyd auszuführen. Als 
Elekronenakzeptor dieser Reaktion dient Sauerstoff, der zu Wasserstoffperoxid reduziert wird 
(Ikuta et al., 1977; Otha et al., 1983; Rozwadowski et al., 1991; Quaye et al., 2008). 
Zusätzlich besitzen diese Organismen aber noch eine Glycin Betain Aldehyd Dehydrogenase, 
die die zweite Reaktion, die Oxidation von Glycin Betain Aldehyd zu Glycin Betain, 
katalysieren kann (Abb.4). Die bekannten Glycin Betain Aldehyd Dehydrogenasen weisen 
eine deutlich höhere Affinität zu ihrem Substrat Glycin Betain Aldehyd auf, als die 
Cholinoxidasen aus A.  pascens und A. globiformis (Ikuta et al., 1977; Rozwadowski et al., 
1991). Das Vorhandensein einer zusätzlichen Glycin Betain Aldehyd Dehydrogenase kann 
mehrere Gründe haben: (i) Die Zelle ist aufgrund der hohen Toxizität des reaktiven Glycin 
Betain Aldehyds bestrebt, dieses Zwischenprodukt nicht anzuhäufen. (ii) Durch die rasche 
Umsetzung des energiereichen Zwischenproduktes und die damit verbundene Entfernung des 
Reaktionsproduktes aus dem Gleichgewicht wird das Gleichgewicht der energetisch 
ungünstigeren Oxidationsreaktion von Cholin zu Glycin Betain Aldehyd positiv beeinflusst. 
(iii) Die Glycin Betain Aldehyd Dehydrogenasen verwenden NAD+ als Cofaktoren (Landfald 
& Strøm, 1986). Bei der Oxidation von Glycin Betain Aldehyd zu Glycin Betain entsteht 
somit NADH, welches zur ATP-Synthese genutzt werden kann. Dieser 
Energiegewinnungsschritt findet bei der Verwendung der Cholinoxidase nicht statt, da hier 
die Elektronen direkt auf den Sauerstoff übertragen werden (Rozwadowski et al., 1991). 
Höhere Pflanzen und Gram-negative Bakterien besitzen eine konservierte Glycin Betain 
Aldehyd Dehydrogenase, welche die Umsetzung von Glycin Betain Aldehyd zu Glycin 
Betain katalysiert. Die Oxidation von Cholin zu Glycin Betain Aldehyd wird in Pflanzen von 
Cholin Monooxigenasen und in Bakterien von Cholin Dehydrogenasen katalysiert (Pocard et 
al., 1997; Rathinasabapathi et al., 1997). Pflanzen besitzen eine lösliche Cholin 
Monooxigenase und eine lösliche Glycin Betain Aldehyd Dehydrogenase (Abb.4) 
(Rathinasabapathi et al., 1997; Russel et al., 1998). Bei der Cholin Monooxygenase aus 
Spinat (S. oleracea) handelt es sich um ein Ferredoxin-abhängiges Enzym, das neben Eisen-
Schwefel-Clustern auch noch mononukleare Fe-Zentren besitzt. Die Cholin Monooxigenase 
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ist ausschließlich im Stroma der Choroplasten und damit direkt am Ort der Photosynthese und 
der Ferredoxinbildung lokalisiert (Russel et al., 1998). 
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Abbildung 4: Unterschiedliche Glycin Betain Synthesewege. Gezeigt sind die Glycin Betain Synthesewege 
aus A. globiformis, A. pacens, Pflanzen (S.oleracea), den Gram-negativen Bakterien E. coli, P. aerogenosa, S. 
meliloti und dem Gram-positiven Bakterium B. subtilis. 
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Der osmoregulierte Weg von Cholin zu Glycin Betain ist auf molekularer Ebene für den 
Gram-negativen Modellorganismus E. coli (Lamark et al., 1996) und den Gram-positiven 
Modellorganismus B. subtilis (Boch et al., 1996; Kappes et al., 1999) charakterisiert. Diese 
beiden Bakterien können den Vorläufer Cholin nicht selbst synthetisieren, sie beziehen Cholin 
aus ihrer Umgebung, wo es durch verrottetes Tier- und Planzenmaterial zur Verfügung steht.  
In E. coli erfolgt die hochaffine Aufnahme von Cholin in die Zelle durch das BetT-
System (Km = 8 µM). Der BetT-Transporter, ein Mitglied der BCCT-Familie, ist ein 
Einkomponentensystem, bestehend aus 12 Transmembrandomänen, bei dem sich sowohl der 
N-Terminus als auch der C-Terminus im Cytoplasma befindet (Tøndervik & Strøm, 2007). 
Die Energetisierung des Transports erfolgt durch einen Protonengradienten (Styrvold et al., 
1986; Lamark et al., 1991). Neben BetT kann auch das ProU-System Cholin transportieren. 
Dies erfolgt jedoch mit einer geringeren Affinität (Km = 1,5 mM) (Lamark et al., 1992). An 
der Umsetzung von Cholin sind in E. coli die beiden Enzyme BetA und BetB beteiligt. BetA 
ist eine FAD-abhängige, membrangebundene Cholin Dehydrogenase (BetA), die sowohl 
Cholin zu Glycin Betain Aldehyd, als auch Glycin Betain Aldehyd zu Glycin Betain 
konvertieren kann (Abb.5) (Bremer & Krämer, 2000). Die Umsetzung von Cholin mittels 
BetA ist sauerstoffabhängig und bei dieser Reaktion entsteht kein H2O2 (Landfald & Strøm, 
1986; Eshoo, 1988; Lamark et al., 1991; Boyd et al., 1991). Das BetB-Enzym kann nur den 
zweiten Teil des Syntheseweges, die Umsetzung des toxischen Glycin Betain Aldehyds, 
katalysieren. BetB benötigt für die Katalyse NAD+ als Elektronenakzeptor und ist sehr 
salztolerant (Falkenberg & Strøm, 1990). 
Die Glycin Betain Synthese hängt von der Verfügbarkeit von Cholin ab. Die Anwesenheit 
dieses Vorläufers in der Umwelt ist für E. coli bedeutsam für die Expression der Gene sowohl 
für die Aufnahme als auch für die enzymatische Oxidation. Die Gene für BetA und BetB 
liegen zusammen mit dem Gen für das Regulatorprotein BetI in einem Operon vor. Vor 
diesem Operon liegt in entgegengesetzter Richtung das Gen für den Cholintransporter BetT. 
Die Expression des betIAB-Operons wird durch Erhöhung der Osmolarität im Medium 
stimuliert (Bremer & Krämer, 2000). Zur maximalen Expression ist aber der Effektor Cholin 
nötig. In E. coli fungiert BetI, ein Mitglied der TetR-Familie von bakteriellen Regulatoren, als 
spezifischer, cholinsenstiver Repressor. Dieser koordiniert die Transkription des 
entgegengesetzt orientierten betIBA-Operons und des betT-Gens (Røkenes et al., 1996). Die 
Oxidation von Cholin durch die Cholin Dehydrogenase BetA kann nur in der Anwesenheit 
von Sauerstoff beobachtet werden. Unter anaeroben Bedingungen reprimiert das DNA-
bindende Protein ArcA  sowohl den Promotor von betT, als auch von betIBA (Lamark et al., 
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1996). Die bet- Gene unterliegen somit der Kontrolle des Zwei-Komponenten-Systems 
ArcAB (Aerobic respiration control). Dieses besteht aus der membrangebundenen 
Histidinkinase ArcB und dem cytoplasmatischen Response Regulator ArcA. Die Anwesenheit 
von exogenem Glycin Betain führt zu einer Repression des betIAB-Opreons und damit wird 
die energetisch ungünstige Synthese von Glycin Betain aus Cholin eingestellt (Eshoo, 1988). 
In B. subtilis wird die Cholinaufnahme von dem OpuB- und OpuC-System vermittelt. 
OpuB und OpuC sind ABC-Transporter, die evolutionär sehr nah verwandt sind. Wie schon 
erwähnt, kann OpuC das größte Spektrum an Substraten aufnehmen (Bremer & Krämer, 
2000) und besitzt eine gute Affinität zu Cholin (Km = 38 µM). OpuB, auch ein Bindeprotein-
abhängiges Transportsystem, hingegen ist für die hochaffine Aufnahme von Cholin (Km = 1 
µM) aus dem Medium verantwortlich (Kappes et al., 1999). Die Strukturgene von OpuB und 
OpuC sind nur ein paar Kilobasen auf dem B. subtilis Chromosom voneinander entfernt, und 
ihre Genprodukte besitzen eine hohe Sequenzidendität zueinander (83 % für OpuBA/OpuCA, 
85 % für OpuBB/OpuCB, 69 % für OpuBC/OpuCC und 85 % für OpuBD/OpuCD). Diese 
Tatsachen legen nahe, dass die opuB- und opuC-Loci durch eine Genduplikation entstanden 
sind (Kappes et al., 1999) und sich dann hinsichtlich ihrer Substratspezifität evolutiv 
weiterentwickelt haben (OpuC). Zur Oxidation von Cholin zur osmotischen Schutzsubstanz 
Glycin Betain bedient sich B. subtilis  der Enzyme GbsA und GbsB (Boch et al., 1996). Bei 
GbsB handelt es sich um eine lösliche NAD-abhängige Alkohol Dehydrogenase vom Typ III. 
Diese oxidiert Cholin zu der Zwischenstufe Glycin Betain Aldehyd. Dieses toxische 
Zwischenprodukt wird anschließend durch eine salztolerante Glycin Betain Aldehyd 
Dehydrogenase (GbsA) (Boch et al., 1997) zum Endprodukt Glycin Betain umgewandelt 
(Abb.5).  
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Abbildung 5: Glycin Betain Synthese in B. subtilis. Glycin Betain wird über einen zweistufigen 
Oxidationsprozess aus Cholin gebildet (Kempf & Bremer, 1998). 
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Auch in B. subtilis hängt die Glycin Betain Synthese von der Verfügbarkeit von Cholin ab. 
Die Anwesenheit dieses Vorläufers in der Umwelt ist somit auch für B. subtilis bedeutsam für 
die Expression der Gene sowohl für die Aufnahme als auch für die enzymatische Oxidation. 
Die Gene für GbsA und GbsB sind in einem Operon organisiert. In B. subtilis existiert kein 
BetI- verwandtes Protein. Dafür findet man einen anderen Typ eines cholinsensitiven 
Regulators. Das Protein GbsR wird von einem Gen codiert, das entgegengesetzt von dem 
gbsAB Glycin Betain Syntheseweg Genclusters liegt (Boch, 1996). Das Ausschalten dieses 
Gens hat eine verstärkte Aufnahme von Cholin durch OpuB, aber nicht durch OpuC, zur 
Folge (Boch et al., 1996). Auch tritt durch das Fehlen dieses Gens eine verstärkte Expression 
des gbsAB-Operons auf (Nau-Wagner, 1999). Die Transkription der gbsAB-Gene in B. subtilis 
ist im Gegensatz zu E.coli nicht osmotisch kontrolliert (Boch et al., 1996), sie wird allein 
durch die Präsenz von Cholin stimuliert, opuB kann allerdings noch zusätzlich osmotisch 
induziert werden (siehe Arbeitsmodell Abb. 6) (Kappes et al., 1999). 
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Abbildung 6: Aufnahme von Cholin und Synthese von Glycin Betain in B. subtilis.  
Cholin wird über die beiden Transportsysteme OpuB und OpuC in die Zelle aufgenommen und dort in einer 
zweistufigen Oxidation mittels der Enzyme GbsA und GbsB zu Glycin Betain umgewandelt. GbsR codiert für 
ein Repressorprotein, welches die Aktivität des gbsAB-Operons und des opuB-Operons kontrolliert. 
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7. Zielsetzung der Arbeit 
 
B. subtilis synthetisiert, wenn der Vorläufer Cholin in der Umgebung zur Verfügung steht, 
große Mengen des kompatiblen Solutes Glycin Betain de novo als Antwort auf hyperosmolare 
Wachstumsbedingungen. Es wurde bereis gezeigt, dass die Glycin Betain Synthese über eine 
zweistufige Oxidationsreaktion erfolgt (Boch et al., 1996). 
 
Die Oxidation von Cholin zu Glycin Betain erfolgt mit Hilfe der beiden Enzyme GbsB und 
GbsA. GbsB ist eine Alkoholdehydrogenase und vermittelt die Reaktion von Cholin zu 
Glycin Betain Aldehyd. Bei GbsA handelt es sich um eine Glycin Betain Aldehyd 
Dehydrogenase, die die Reaktion des Aldehyds zu Glycin Betain katalysiert (Boch et al., 
1997; Nau-Wagner, 1999). In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Cholin 
als Induktor für die Expression fungiert (Nau-Wagner, 1999). Weiterhin ist bekannt, dass das 
Auschalten des gbsR-Gens, welches sich in entgegengesetzter Orientierung zu dem gbsAB-
Operon befindet und für den Regulator GbsR codiert, eine verstärkte Expression des gbsAB-
Operons verursacht (Nau-Wagner, 1999). Offen bleibt die Frage, wie der 
Regulationsmechanismus zur Abschaltung der Glycin Betain Synthese erfolgt. Ein Ziel dieser 
Arbeit war demnach den Regulationsmechanismus zur Abschaltung der Glycin Betain 
Synthese zu identifizieren. 
 
Weiterhin sollte in der vorliegenden Arbeit das GbsR-Protein überexprimiert und gereinigt 
werden. Anschließend war es ein wichtiger Bestandteil dieser Arbeit das GbsR-Protein 
hinsichtlich seiner DNA-Bindung und Cholinbindung zu analysieren. 
 
Auch der Einfluss von GbsR auf die beiden ABC-Transporter OpuB und OpuC, welche die 
Aufnahme von Cholin in die Zelle vermitteln (Kappes et al., 1999), sollte in dieser Arbeit 
genauer untersucht werden.  
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III. Material und Methoden 
 
1. Chemikalien und Reagenzien 
 
Soweit nicht anders angegeben stammten die verwendeten Chemikalien von den Firmen 
Acros Organics (Geel, B), AppliChem (Darmstadt, D), Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe, 
D), Fluka Chemie AG (Buchs, CH), Merck KGaA (Darmstadt, D) und Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH (Steinheim, D). Bestandteile der Vollmedien wurden von der Firma Becton Dickinson 
(Sparks, USA) bezogen. 
 
1.1 Verwendete kompatible Solute und Aminosäuren 
 
Die Aminosäure Phenylalanin und Tryptophan, sowie das kompatiblen Solut Glycin Betain, 
sowie dessen Vorstufen Glycin Betain Aldehyd und Cholin wurden von der Firma Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D) bezogen. 
 
2. Bakterienstämme, Plasmide und Oligonukleotide 
 
Die Bezeichnung der Gene entspricht der von Bachmann (1990) vorgeschlagenen 
Nomenklatur. 
 
2.1 Bakterienstämme 
 
2.1.1 Escherichia coli-Stämme 
In Tabelle 1 sind die in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Stämme aufgeführt.  
 
Tabelle 1: Escherichia coli-Stämme 
Stamm Beschreibung Referenz/Quelle 
DH5α F¯  λ¯  E44 ∆(argF-lac)U169φ80dlac∆(lacZ)M15 
hsdR17 recA1 endA1 gyr96 thi-1 relA1 
Hanahan, 1983 
 
BL21 F- gal met r- hsdS (λDE3) Stratagene, 
Heidelberg 
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2.1.2 Bacillus subtilis-Stämme 
In Tabelle 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Bacillus subtilis-Stämme aufgeführt. 
 
Tabelle 2: Bacillus subtilis-Stämme 
Stamm Beschreibung Referenz/Quelle 
JH642 trpC2 pheA1 BGSCa,1A96 
FSB1 JH642 ∆(treA::neo) Spiegelhalter & Bremer, 
1998 
JBB8 JH642 ∆(gbsR::neo) Boch, 1996 
GNB37 JH642∆(treA::erm) Nau-Wagner, 1999  
GNB40 (gbsR::neo)1 ∆(treA::erm)2 Nau-Wagner, 1999  
GNB45 GNB37 [amyE::Φ(gbsA`-treA, ∆(gbsR)2)1], 
Cmlr, Ermr 
Nau-Wagner, 1999  
GNB48 GNB40 [amyE::Φ(gbsA`-treA, ∆(gbsR)2)1], 
Cmlr, Ermr 
Nau-Wagner, 1999  
GNB52 GNB37 [amyE::Φ(gbsA`-treA, ∆(gbsR)2)3], 
Cmlr, Ermr 
Nau-Wagner, 1999  
GNB53 GNB37 [amyE::Φ(gbsA`-treA, ∆(gbsR)2)4], 
Cmlr, Ermr 
Nau-Wagner, 1999  
GNB54 GNB37 [amyE::Φ(gbsA`-treA, ∆(gbsR)2)5], 
Cmlr, Ermr 
Nau-Wagner, 1999  
GNB63 GNB52 (gbsR::neo) Nau-Wagner, 1999  
GNB64 GNB53 (gbsR::neo) Nau-Wagner, 1999  
GNB65 GNB54 (gbsR::neo) Nau-Wagner, 1999  
GNB66 GNB37 [amyE::Φ(opuB-treA)1],Cmlr, Ermr Nau-Wagner, 1999  
GNB67 ∆(treA::erm2 )amyE::Φ(opuC-treA)1 Nau-Wagner, 1999 
GNB68 GNB66 (gbsR::neo)1 Nau-Wagner, 1999  
GNB69 (gbsR::neo)1 ∆(treA::erm)2 amyE::Φ(opuC-
treA)1 
Nau-Wagner, 1999 
GNB70 (gbsR::neo)1 (yuaV::spc)2 ∆(treA::erm)2 
amyE::Φ(opuB-treA)1 
Nau-Wagner 
GNB73 (yuaV::spc)2 ∆(treA::erm)2 amyE::Φ(opuB-
treA)1 
Nau-Wagner 
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GNB77 ∆(gbsAB::neo)2 ∆(treA::erm)2 amyE::Φ(opuB-
treA, yuaV+)2 
Nau-Wagner 
GNB78 (gbsR::neo)1 ∆gbsA)1 ∆(treA::erm)2 
amyE::Φ(opuB-treA, yuaV+)2 
Nau-Wagner 
DHB2 JH642 ∆ (treA::erm)2 amyE::Ф(gbsR-treA)1, 
Cmlr, Ermr 
diese Arbeit 
DHB3 JBB8  ∆ (treA::erm)2 amyE::Ф(gbsR-treA)1, 
Cmlr, Ermr 
diese Arbeit 
DHB4 JH642 ∆ (treA::erm)2amyE::Φ(gbsA`-treA)1,  
Cmlr, Ermr 
diese Arbeit 
DHB5 JH642 ∆ (treA::erm)2amyE::Φ(gbsA`-treA)2, 
Cmlr, Ermr 
diese Arbeit 
DHB6 JH642 (pDH4), Cmlr diese Arbeit 
DHB8 JH642 (pDH5), Cmlr diese Arbeit 
DHB12 DHB3 (gbsR::neo)1, Cmlr, Ermr diese Arbeit 
DHB13 DHB4 (gbsR::neo)1, Cmlr, Ermr diese Arbeit 
 
 
2.2 Plasmide 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten und hergestellten Plasmide sind in Tabelle 3 aufgelistet und 
beschrieben. 
 
Tabelle 3: Plasmide 
Stamm Beschreibung Referenz 
pASK-IBA7 Expressionsvektor mit Strep-tagII® und Faktor Xa, 
Ampr 
IBA, Göttingen 
pJMB1 Derivat von pMD476, Vektor geringer Kopienzahl 
(pACYC177 Replikationsursprung) mit promotorlosem 
treA,Ampr Cmr, amyE front und back 
M. Jebbar, 
unveröffentlicht 
 
pX Vektor geringer Kopienzahl, Ampr Cmr, amyE front und 
back 
W. Schumann 
pDH1 pASK-IBA7plus gbsR+ diese Arbeit 
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pDH2 Derivat von pJMB1; enthält ein 118 bp großes 
Fragment aus gbsA-Promotorregion fusioniert an 
promotorloses treA 
diese Arbeit 
pDH3 Derivat von pJMB1; enthält ein 142 bp großes 
Fragment aus gbsA- Promotorregion fusioniert an 
promotorloses treA 
diese Arbeit 
pDH4 Derivat von pX; enthält ein 1467 bp großes Fragent aus 
der gbsR- gbsA-Region 
diese Arbeit 
pDH5 Derivat von pX; enthält ein 1467 bp großes Fragent aus 
der yuaV- opuBA-Region 
diese Arbeit 
pGNB10 Derivat von pJMB1; enthält Fragment aus gbsR-
Promotorregion fusioniert an promotorloses treA 
G.Nau-Wagner, 
unveröffentlicht 
 
 
 
 
2.3    Oligonukleotide 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von biomers.net (Ulm, D) oder 
MWG (Martinsried, D) bezogen. Die Tabelle 4 benennt und beschreibt die zur Klonierung 
verwendeten Primer. 
 
 
Tabelle 4: Klonierungsprimer für die Überexpresion von GbsR 
Oligonukleotid Sequenz (5´ - 3´) Lage, Bemerkung 
GbsR BsaI fwd ATGGTAGGTCTCAGCGCGATGAAA
ATCCAGAATTTGCAGCTA 
Klonierungsprimer für gbsR 
aus B. subtilis über BsaI-
Schnittstelle in pASK-IBA7 
plus 
GbsR BsaI rev ATGGTAGGTCTCATATCATGTTTCG
ACCGGTATAAATTTAAAAAT 
Klonierungsprimer für gbsR 
aus B. subtilis über BsaI-
Schnittstelle in pASK-
IBA7plus 
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Tabelle 5: Primer aus dem Bereich des gbsAB-Operons und opuBA-Operons aus B. subtilis 
Oligonukleotid Sequenz (5´ - 3´) Lage, Bemerkung 
treA4/SmaI CCACCCGGGCGAAACATGAGG Klonierungsprimer für gbsR-
gbsA-Promotorregion aus B. 
subtilis über SmaI-
Schnittstelle in pJMB1. 
cut1-BamHI-as CGGGGATCCCTTGACGTAAATAAA
GTTTG 
Klonierungsprimer für gbsR-
gbsA-Promotorregion aus B. 
subtilis über BamHI-
Schnittstelle in pJMB1. 
cut1-SmaI-s CCACCCGGGGAAAAATCAAAATGG
GAC 
Klonierungsprimer für gbsR-
gbsA-Promotorregion aus B. 
subtilis über SmaI-
Schnittstelle in pJMB1. 
treA1a/BamHI CGGGGATCCTTGACTCATATAAGC Klonierungsprimer für gbsR-
gbsA-Promotorregion aus B. 
subtilis über BamHI-
Schnittstelle in pJMB1. 
gbsR-PromA-
sense1/SpeI 
AAAACTAGTGCTCCCATTTAGGTGG
AAAG 
Klonierungsprimer für gbsR-
gbsA-Promotorregion aus B. 
subtilis über SpeI-
Schnittstelle in pX 
gbsR-PromA- 
antisense1/SpeI 
AAAACTAGTCCGTTTCCGAGTTTTA
GTCG 
Klonierungsprimer für gbsR-
gbsA-Promotorregion aus B. 
subtilis über SpeI-
Schnittstelle in pX 
YvaV-opuBA-
sense/SpeI 
AAAACTAGTGAGTAAGCTCTTCATC
CAAC 
Klonierungsprimer für yvaV-
opuBA-Promotorregion aus 
B. subtilis über SpeI-
Schnittstelle in pX 
YvaV-opuBA-
antisense/SpeI 
AAAACTAGTCAGGCTGTGTGTTCAT
AATC 
Klonierungsprimer für yvaV-
opuBA-Promotorregion aus 
B. subtilis über SpeI-
Schnittstelle in pX 
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PE-gbsR2 GGAGTCAATAACAAGATCAAGAGC 5`-Modifikation: DY-781 für 
Primer Extension 
PE-gbsA2 TGCAATTTCTTCTTGATTAAATGGG 5`-Modifikation: DY-781 für 
Primer Extension 
PE-opuBA1 TGTCAGCAAACATCGCAC 5`-Modifikation: DY-781 für 
Primer Extension 
 
 
 
Tabelle 6: Primer für die Real-Time PCR 
Oligonukleotid Sequenz (5´ - 3´) Lage, Bemerkung 
RT-gbsA1 fwd TGGCCGCAGGAAACACAAT interner Bereich von gbsA 
RT-gbsA1 rev ACCTTTTGGAACACCGGCTTC interner Bereich von gbsA 
  
 
 
Tabelle 7: Zur Sequenzierung verwendete Primer  
Oligonukleotid Sequenz (5´ - 3´) Lage, Bemerkung 
pX fwd CCACGAACTAAGTTGGTG Sequenzier-Primer für pX 
pX rev GGGTAACTATTGCCGATGATAAGC Sequenzier-Primer für pX 
pJMB1rev2 AAAAAAGGTCTCAAGTGACTAAAG
TAAACATTG 
Sequenzier-Primer für pJMB1, 
downstream des treA-Gens 
TreAfwd2 AGCACATCCACCTGTAGCG Sequenzier-Primer für pJMB1, 
upstream des treA-Gens 
pAsk-IBA fwd GTGAAATGAATAGTTCGAC Sequenzier-Primer für pASK-
IBA7 
pAsk-IBA rev CGCAGTAGCGGTAAACGGC Sequenzier-Primer für pASK-
IBA7 
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Tabelle 8: Primer für Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
 
Oligonukleotid Sequenz (5´ - 3´) Lage, Bemerkung 
BSgbsA-box1_s GTTGTTAAAAACATTAAATTTTT  
BSgbsA-box1_as GCCTCCTTGACGTAAATA 5`-Modifikation: Cy5 
BSopuB-box1_s ACAAATTGTAAACTTTTTATTTT  
BSopuB-box1_as GCTTCCCATTATAGAATAAA 5`-Modifikation: Cy5 
BSopuC-box1_s AACACATTGTAAACTTTTTATT  
BSopuC-box1_as AATCCTTATTATAGTTTGAAC 5`-Modifikation: Cy5 
Cy5gbsR-A5_s GAAAAATCAAAATGGGAC 5`-Modifikation: Cy5 
Cy5gbsR-A6_as CTTGACGTAAATAAAGTTTG 5`-Modifikation: Cy5 
Cy5gbsR-A3_s GTTTAAAAACAATATGT 5`-Modifikation: Cy5 
gbsR-A2_s GGTTGTTAAAAACATTAA  
yitM fwd AGCAAGAAAGTGTGGCACAGG  
yitM rev Cy5 TGGAGGCTGTTTGCCAACTTC 5`-Modifikation: Cy5 
   
 
 
3. Medien und Zusätze 
3.1  Medien 
 
Als Vollmedium wurde LB (Luria-Bertani Broth), dessen Zusammensetzung in Tabelle 9 
angegeben ist, verwendet (Miller, 1992). Festmedien wurden mit 15 g/l Agar hergestellt. Als 
Minimalmedium für den Überproduktionsstamm E. coli BL21 diente Minimalmedium A 
(MMA) (Sambrook et al., 1989), wie in Tabelle 10 beschrieben,  mit 0,4 % (w/v) 
Casaminosäuren, 0,4 % (w/v) Glucose, 0,2 g/l MgSO4 x 7 H2O und 1 mg/ml Thiamin. Als 
definiertes Minimalmedium für B. subtilis diente Spizizen´s Minimalmedium (SMM) 
(Spizizen, 1985) mit zusätzlichen Spurenelementen (Haarwood & Archibald, 1990), deren 
Zusammensetzung in den Tabellen 11 und 12 angegeben ist. Als C-Quelle wurde 0,5 % 
Glucose zugefügt. Zur Komplementation zweier Auxotrophien des B. subtilis-Stammes 
JH642 (trpC2 pheA1) und seiner Derivate wurde dem Medium Tryptophan (18 mg/l) und 
Phenylalanin (20 mg/l) zugesetzt.  
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Tabelle 9: Vollmedium LB 
Substanz Menge/Liter 
Trypton   10 g 
Hefeextrakt     5 g 
NaCl   10 g 
dH2O ad 1 l 
 
 
 
 
Tabelle 10: Minimalmedium A 
 
Substanz Menge/Liter  
Na2HPO4 10,5 g 
KH2PO4 4,5 g 
(NH4)2SO4    1 g 
Na3Citrat x 2 H2O 0,5 g 
dH2O  ad 1 l 
 
 
 
 
Tabelle 11: Spizizenś Minimalmedium (SMM) 
 
Substanz Menge/Liter  
(NH4)2SO4     2 g 
K2HPO4   14 g 
KH2PO4     6 g 
Na3Citrat x 2 H2O     1 g 
MgSO4 x 7 H2O  0,2 g 
dH2O ad 1 l 
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Tabelle 12: Spurenelementlösung 100 x 
 
Substanz Menge/Liter  
CaCl2 0,55 g 
FeCl2 x 6 H2O 1,35 g 
MnCl2 x 4 H2O 0,10 g 
ZnCl2 0,17 g 
CuCl2 x 2 H2O 0,05 g 
CoCl2 x 6 H2O 0,06 g 
Na2MoO4 x 2 H2O 0,06 g 
dH2O ad 1 l 
 
 
3.2 Medienzusätze und Antibiotika 
 
Medienzusätze und Antibiotika wurden als Stammlösungen in destilliertem Wasser bzw. 
Ethanol (Chloramphenicol, Tetracyclin) angesetzt, sterilfiltriert und in den in Tab. 13 
angegebenen Endkonzentrationen je nach Bedarf zu den Medien gegeben. 
 
Tabelle 13: Zusätze und Antibiotika 
Substanz Konzentration in 
Stammlösung 
Endkonzentration 
B. subtilis        E. coli 
Ampicillin 100 mg/ml - 100 µg/ml 
Chloramphenicol 30 mg/ml (EtOH) 5 µg/ml 30 µg/ml 
Erythromycin 4 mg/ml 0,4 µg/ml 150 µg/ml 
Kanamycin 50 mg/ml 5 µg/ml 50 µg/ml 
Spectinomycin 50 mg/ml 100 µg/ml 50 µg/ml  
Tetracyclin 5 mg/ml (EtOH) 15 µg/ml 5 µg/ml 
Glycin Betain Aldehyd 100 mM 1 mM - 
Glycin Betain 100 mM 1 mM - 
Cholin 100 mM 1 mM - 
Anhydrotetracyclin 2 mg/ml - 0,2 µg/ml 
IPTG 0,5 M - 0,5 mM 
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4.  Mikrobiologische Methoden 
 
4.1 Sterilisation 
 
Medien und Lösungen wurden 20 min bei 121°C und 1 bar Überdruck autoklaviert. 
Hitzeempfindliche Substanzen wurden sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,2 µM Porengröße, 
Roth). Die Sterilisation von Glaswaren erfolgte 3 h bei 180°C. 
 
4.2      Wachstumsbedingungen und Vermehrung von Bakterien 
 
Alle Kulturen wurden aerob bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte abhängig vom 
Volumen im Reagenzglas auf einem Roller (bis 10 ml) oder in Erlenmeyerkolben schüttelnd 
bei 220 rpm (größere Volumina). Überproduktionen (6 l) von GbsR erfolgten in 6 x 2 l 
Erlenmeyerkolben, in denen die Kultur zur Durchlüftung mit ca. 180 rpm geschüttelt wurde 
oder ggf. im 3,5 l Fermenter (Infors HT Minifors; Infors AG, Bottingen, CH), in dem die 
Sauerstoffsättigung, sowie pH-Wert und Rührgeschwindigkeit genauestens kontrolliert und 
aufeinander abgestimmt werden konnten. 
Wachstumsexperimente mit B. subtilis bei hohen Osmolalitäten wurden folgendermaßen 
durchgeführt: 5 ml 1 x SMM wurden mit Kolonien von einer Agarplatte beimpft und über Tag 
bei 37 °C auf einem Roller inkubiert. Mit dieser Kultur wurde eine Übernachtkultur in 1 x 
SMM (20 ml) in 100 ml Erlenmeyerkolben angeimpft, mit der am nächsten Morgen die 
Hauptkultur beimpft wurde.  
Sämtliche Kulturen wurden auf eine OD578 von 0,1 beimpft. Zum Beimpfen wurden 
ausschließlich Vorkulturen verwendet, die eine OD578 von maximal 2,0 besaßen. Hierbei 
wurde die Osmolalität des vorgelegten SMM mit NaCl so erhöht, dass nach dem Inokulieren 
mit der Übernachtkultur die gewünschte Endosmolalität erreicht wurde. 
Festmedien wurden zunächst 1-2 Minuten bei 42°C im Wärmeschrank vorgewärmt und 
anschließend mit einer sterilen Glaspipette oder einer ausgeglühten Impföse beimpft. Die 
beimpften Platten wurden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 
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4.3 Ermittlung der Zelldichte 
 
Die Ermittlung der Zelldichte einer Bakteriensuspensionen erfolgte photometrisch (Ultrospec 
2100 pro, Amersham Biosciences, Freiburg, D) bei einer Wellenlänge von 578 nm. Es wird 
angenommen, dass eine OD578 von 1 einer Zelldichte von 1*109 Zellen/ml Kultur entspricht 
(Miller, 1992). 
 
 
5. Molekularbiologische und genetische Methoden 
 
5.1 Präparation von DNA 
 
5.1.1  Präparation von Plasmid DNA 
Für die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde die Methode der alkalischen Lyse 
(Birnboim & Doly, 1979) angewandt. Plasmid-DNA, die zur Klonierung eingesetzt werden 
sollte, wurde über QIAGEN-Säulen (tip-100) präpariert (QIAGEN Plasmid Midi Kit). Die 
Herstellerangaben wurden folgendermaßen modifiziert: Es wurden Zellen aus 100 ml 
Übernachtkultur (LB) abzentrifugiert, das Pellet in 10 ml P1 resuspendiert, 10 ml P2 und P3 
zugegeben und 20 min. auf Eis inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden, wie im Handbuch 
von QIAGEN (Hilden, D) beschrieben, durchgeführt.  
Zur DNA-Sequenzierung benötigte Plasmid-DNA wurde über eine QIAGEN-Säule (tip-20) 
aus 5 ml Kultur gewonnen (Mini Präparation) oder mit Hilfe des Gene JET Minipräp Kits von 
Fermentas Life Sciences (St. Leon-Roth, D). 
 
5.1.2 Präparation chromosomaler DNA aus B. subtilis 
Chromosomale DNA aus B. subtilis wurde aus 10 ml Kultur (LB) nach einem nach Marmur 
modifizierten Protokoll (Marmur, 1961) isoliert. Das Protokoll ist nachfolgend aufgeführt: 
• 10 ml einer Kultur der OD578 = 1 pelletieren 
• in 4 ml S-EDTA (150 mM NaCl, 100 mM EDTA; pH 8) homogen 
resuspendieren 
• eine kl. Spatelspitze Lysozym zugeben 
• 30 min bei 37°C inkubieren 
III. Material und Methoden 36 
• 0,3 ml SDS (25%ig) zugeben 
• 60 min bei 60°C im Wasserbad inkubieren 
• 1 ml 5M Na-Perchlorat (Endkonzentration 1M) zugeben 
• 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v) zugeben 
• 30 min auf eine Schüttler (200 rpm) inkubieren 
• Deproteinisierung: Zentrifugation 10 min bei 4.000 rpm 
• 3 Phasen: obere wässrige Phase vorsichtig abnehmen 
• in neues Gefäß mit 2 Vol. 95% EtOH (eiskalt) überführen und mischen 
• DNA ausfällen, zentrifugieren und in 70% EthOH (eiskalt) waschen 
• Pellet kurz trocknen (Alkohol abdampfen lassen) und in 0,1 bis 0,5 ml 
sterilem Wasser (je nach DNA-Menge) aufnehmen 
 
 
5.1.3  Präparation von Gesamt-RNA aus B. subtilis 
Die Zellernte von B. subtilis Kulturen zur Präparation von Gesamt-RNA wurde wie folgt 
durchgeführt: B. subtilis Kulturen wurden in  1 x SMM bis zu einer OD578 von 0,25 inkubiert. 
Dann erfolgte die Zugabe der jeweiligen Substanzen (0,4 M NaCl und / oder 1 mM Cholin). 
Nach 90 min wurden jeweils 20 ml dieser Kulturen mit 20 ml kaltem „Killingpuffer“ (20 mM 
Tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCl2, 20 mM NaN3; mit DEPC-Wasser auf 1 l aufgefüllt) gemischt 
und für 10 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde das 
erhaltene Zellpellet wurde bei -80°C aufbewahrt. 
Die eigentliche Präparation von Gesamt-RNA aus B. subtilis erfolgte entweder nach der 
sauren Phenol Methode (Ambulos et al., 1978) oder nach dem Protokoll der Firma Roche mit 
dem High Pure RNA Isolation Kit. Für die RNA-Isoliereung mit der sauren Phenol Methode 
wurden die Zellen zum Zellaufschluss in flüssigem Stickstoff gekühlt und anschließend in 
einem Membrandisruptor 2 min bei 2600rpm mit Hilfe einer Teflonkugel zerkleinert. Das so 
entstandene Zellpulver wurde dann in 4 ml Lysispuffer (4 M Guanidinthiocyanat, 25 mM 
Natriumacetat pH 5,2 und 0,5% N-Lauroylsarcosin), vorgewärmt auf 50°C, aufgenommen 
und auf 4 Eppendorfcups à 1 ml aliqotiert. Jedes Cup wurde mit 1 ml saurem Phenolmix 
versetzt (Phenol pH 4,5-5:Chloroform:Isoamylalkohol; 25:24:1) und die Suspension wurde 
für 5 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Die Phasentrennung wurde durch fünfminütige 
Zentrifugation bei 21000 g beschleunigt und die Phenolextraktion wurde mit der wässrigen 
Phase (ca. 800 µl) wiederholt. Danach wurde die wässrige Phase mit Chloroform: 
Isoamylakohol (24:1, v/v) versetzt und 5min geschüttelt. Die Suspension wurde ebenfalls zur 
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Phasentrennung zentrifugiert, die wässrige Phase wurde mit 0,1 Volumen einer 3 M 
Natriumacetatlösung (pH 5,2) versetzt und die RNA wurde mit 2,5 Volumen 100 %igem 
Isopropanol präzipitiert. Nach einer 15 minütigen Zentrifugation bei 10000 g wurde die 
erhaltene RNA mit 70 % Ehanol gewaschen. Das RNA Pellet wurde dann in 30 µl DEPC 
behandeltem Wasser resuspendiert. 
 
5.2      Aufreinigung von Nukleinsäuren 
 
5.2.1 Aufreinigung von DNA 
Die Aufreinigung von DNA erfolgte nach Protokollen der Firmen QIAGEN bzw. Promega. 
So wurden Plasmide deren Größe 3 kb überschritt über Säulchen der Firma QIAGEN 
gereinigt, kleinere Fragmente ausschließlich nach einer Vorschrift der Firma Promega. Zur 
Aufreinigung über Promegasäulchen wurde der zu reinigenden DNA 1 ml Resin zu gesetzt. 
Zur Herstellung von 100 ml Resin wurden 66,84 g Guanidinhydrochlorid in 33,3 ml Merlin 
III- Puffer (122,7 g/l Kaliumacetat; 71,4 ml/l Essigsäure) gelöst und auf 100 ml aufgefüllt, 
wobei der pH-Wert mittels 10 N NaOH auf 5,5 eingestellt wurde. Die so erhaltene Lösung 
wurde zunächst von Schwebstoffen durch Filtration befreit und anschließend mit 2 g 
Diatomeenerde (Celite) versetzt. Das Resin-DNA-Gemisch wurde für 15 min unter 
gelegentlichem Invertieren inkubiert, wodurch der Nukleinsäure die Adsorption an die 
Diatomenerde ermöglich wurde. Über Filtersäulchen (Promega) wurde die Diatomenerde 
abgetrennt. Nach Waschen mit 2 x 2 ml Isopropanol (80 %; v/v) und anschließender 
Zentrifugation zum Entfernen der Isopropanolreste wurden 40 µl destilliertes Wasser auf die 
Säule gegeben und es erfolgte eine Inkubation für 30 min bei 37°C, zur Elution der DNA. Um 
das gesamte Eluat zu gewinnen, wurde für 1 min bei 14000 x g zentrifugiert. Die so erhaltene 
DNA wurde entweder direkt für Ligationen eingesetzt oder bis zur weiteren Verwendung bei  
- 20°C gelagert. 
 
5.2.2 Aufreinigung von RNA 
Die Aufreinigung von RNA erfolgte nach Protokollen der Firmen QIAGEN (QIAGEN 
RNeasy Mini Kit). 
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5.3 Bestimmung der Konzentrationen von Nukleinsäuren 
 
Die Konzentration und Reinheit von DNA und RNA wurde photometrisch (Ultrospec III, 
Amersham Biosciences, Freiburg) durch die Messung der Absorption bei 260 und 280 nm 
bestimmt. Eine A260 von 1 entspricht dabei einer DNA-Konzentration von 50 µg/ml und einer 
RNA-Konzentration von 40 µg/ml. Der Quotient der Absorptionen bei 260 nm (DNA) und 
280 nm (Proteine) gibt Aufschluss über die Reinheit der DNA (Sambrook et al., 1989). Oder 
die Konzentrationen wurden photometrisch mit einem NanoDrop®ND-1000 UV-Vis-
Spekrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington USA) bestimmt. 
 
5.4 DNaseI-Behandlung von RNA Proben 
 
Die RNA-Proben werden zusammen mit DNaseI (Roche) und dessen Inkubationspuffer 1h 
bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde mittels PCR die Abwesenheit von DNA überprüft. 
 
5.5 cDNA Synthese 
 
Die cDNA Synthese erfolgte mittels reverser Transkriptase nach dem Protokoll von ABI 
(cDNA Archive Kit). 
 
 
5.6 Klonierungstechniken 
 
5.6.1 Restriktion von DNA 
Zur Restriktion wurden Ansätze von 20 - 50 µl Gesamtvolumen mit 100 – 500 ng DNA 
verwendet. Die Auswahl der Puffer sowie die Menge der eingesetzten 
Restriktionsendonukleasen, Reaktionstemperaturen und –zeiten entsprachen den 
Empfehlungen der Hersteller (Amersham Pharmacia, Freiburg, D; NEB, Ipswich, MA, USA; 
Fermentas Life Sciences, St. Leon-Roth, D). Die Analyse der Restriktionsfragmente erfolgte 
anschließend durch die Auftrennung in Agarosegelen. 
 
5.6.2 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in 20 µl Gesamtvolumen. Die Auswahl der 
Puffer, die Menge der eingesetzten Fragmente und Ligasen entsprach den Angaben der 
III. Material und Methoden 39 
Hersteller (Amersham Pharmacia, Freiburg, D; Roche, Mannheim, D; Fermentas Life 
Sciences, St. Leon-Roth, D). 
 
5.6.3 Agarosegelelektrophorese 
Zur Auftrennung von DNA Fragmenten nach ihrer Größe wurden 1%ige Agarosegele in 
TAE-Puffer verwendet (Sambrook, et. al., 1989). Die Auftrennung im großen Gel (100 ml) 
erfolgte bei 120 V und 500 mA, in kleinen Gelen (50 ml) bei 90 V und 500 mA. Als 
Größenstandard diente mit BstEII geschnittene λ-DNA oder andere Größenstandards von 
Fermentas Lifes Sciences (St. Leon-Roth, D). Die Gele wurden in einer 
Ethidiumbromidlösung (1 µg/ml) gefärbt und bei UV-Durchlicht mit einer Wellenlänge von 
302 nm mit einer Video-Dokumentationsanlage (INTAS GmbH, Göttingen) fotografiert. 
 
5.6.4 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR 
 
Die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde mittels PCR mit dem EasyStartKit 100 der 
Firma Molecular Bio Products (San Diego) nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Die 
verwendeten DNA-Polymerasen stammten von der Firma Eppendorf (Taq) und der Firma 
Finnzymes (Dynazyme ext, Phusion). 
 
 
5.7 Transformation von Bakterien 
 
5.7.1 Transformation von E. coli 
Der Stamm E. coli BL21 wurde mit jeweils 1 µl Plasmid-DNA über Elektroporation (Gene-
Pulser, Bio Rad) nach Herstellerangaben („Bacterial electrotransformation and pulse controler 
instruction manual. Version 1.0“) transformiert (Hanahan, 1983). Auch die Ligationsansätze 
wurden über Elektroporation in den Stamm DH5α transformiert. 
 
5.7.2 Transformation von B. subtilis 
Für die Transformation von B. subtilis wird die in der stationären Phase auftretende natürliche 
Kompetenz ausgenutzt. Es wurde die „High Salt / Low Salt“-Methode angewendet (Harwood 
und Cutting, 1990), mit der Abwandlung, dass mit Bakterienkolonien von LB-Platten 
gearbeitet wurde. Die transformierten DNA-Mengen variierten zwischen 0,5 und 5 µg. 
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Plattiert wurde auf Selektionsplatten mit den angegebenen Antibiotika-Konzentrationen für B. 
subtilis. 
 
5.8 DNA-Sequenzierung 
 
Die Bestimmung der Nucleotidsequenzen der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977). Dabei wurde das Cycle ReaderTM Auto DNA 
Sequencing Kit (Fermentas, St. Leon-Roth, D) gemäß den Angaben des Herstellers 
verwendet. In die Sequenzreaktionen wurden jeweils 400 – 800 ng / Kilobase Template-DNA  
eingesetzt. Die fluoreszenzmarkierten Primer (Tabelle 16) stammten von der Firma MWG-
Biotech GmbH (Martinsried, D) und wurden in einer Konzentration von 2 pmol / µl 
verwendet. Die Auftrennung der Reaktionsprodukte und deren Detektion erfolgte in einem  
Li-COR DNA-Sequenzer Modell 4000 (MWG-Biotech GmbH, Martinsried, D). Die 
Reaktionen wurden auf eine Sequenzgel aufgetragen, die aus Sequagel XR ultra pure und 
Sequagel complete ultra pure (Biozym, Hessisch Oldendorf, D) gegossen wurden. Für das 
Einlesen des Gellaufes und die anschließende halbautomatische Ermittlung der Sequenz 
wurde die ImageIRTM –Software von MWG-Biotech GmbH (Martinsried, D) benutzt. Der 
Vergleich der erhaltenen Sequenzen mit der Ausgangssequenz erfolgte mit Hilfe des 
Programmes Vector NTI, InforMax. Einzelne Sequenzierungen wurden von der Firma MWG-
Biotech GmbH (Martinsried, D) durchgeführt. 
 
5.9 Electrophoretic mobillity shift assay (EMSA) 
 
Aus dem Genom von B. subtilis wurden mit Hilfe der Cy5-markierten Oligonukleotide 
unterschiedlich große, regulatorische Fragmente des gbsAB-Operons in einer PCR 
amplifiziert (Phusion Polymerase, Finnzymes). Parallel dazu wurde das Protein GbsR 
überproduziert und gereinigt. 
In jedem Ansatz wurden unterschiedliche Mengen gereinigtes Protein und 250 ng  des Cy5-
markierten PCR Fragmentes in DNA-Bindepuffer (100mM TrisHCl pH 7,5; 150mM NaCl, 
1mM Na2-EDTA, 5% Glycerin, 50 µg/ml BSA; Filée et al., 2001) inkubiert (30min, 37°C). 
Drei Negativkontrollen dienten zur Überprüfung der Methode: (1) eine Probe, die ohne 
Protein inkubiert wurde, (2) eine Probe, die mit einem anderen DNA-Fragment, welches nicht 
binden sollte inkubiert wurde und (3) eine Probe, die mit BSA inkubiert wurde. Anschließend 
wurden die Proben auf ein TAE-Polyacrylamidgel aufgetragen (8% Acrylamid) und in 1 x 
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TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt (25mA, 200V). Das Gel wurde dann auf einem 
Phosphorimager (Storm 860, Amersham Biosciences) gescannt (Red Fluorescence) und die 
erhaltenen Daten mit Hilfe der Image QuantTM-Software (Molecular Dynamics, Inc.) 
ausgewertet. 
 
5.10 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion 
 
In diesem Experiment wurden Oligonukleotide (siehe Tabelle 6) verwendet, mit denen ein 
Fragment mit einer Länge von etwa 100 Basenpaaren aus dem Zielgen amplifiziert wurde. 
Die Effizienz jedes Oligonukleotid-Paares wurde zunächst folgendermaßen bestimmt. Als 
Template wurde jeweils 1 µl genomischer DNA in den Konzentrationen 1 µg /µl eingesetzt. 
In den Ansatz wurden außerdem 12,5 µl SybrGreen PCR Master Mix der Firma Applied 
Biosystems (Darmstadt), 0,25 µl Oligonukleotid 1 (10 µM), 0,25 µl Oligonukleotid 2 (10 µM) 
und 11 µl Wasser gegeben. Es folgte die qPCR im 7300Real Time PCR System von Applied 
Biosystems (Darmstadt) gemäß dem in Tabelle 16 angegebenen Programm.  
Nun erfolgte die eigentliche real-time Polymerase-Kettenreaktion. Der Ansatz entsprach dem 
oben genannten. Als Template wurde 1 µl cDNA eingesetzt, welche aus Zellen präpariert 
wurde, die unter verschiedenen Bedingungen gewachsen waren. Als Negativkontrollen 
dienten 1 µl RNA bzw. 1 µl Wasser. Es wurde eine qPCR gemäß Tabelle 14 durchgeführt. 
Die Dissoziationskurve wurde als Kontrolle aufgezeichnet, um die Schmelztemperatur des 
entstandenen Produkts zu überprüfen. Die Auswertung erfolgte durch Berechnung der 
Differenzen der mittleren Ct-Werte von cDNA aus Zellen, die mit Salz und/oder Cholin 
gewachsen waren und cDNA aus Zellen, die nur in 1x SMM gewachsen waren und somit  als 
Referenz dienten.  
Tabelle 14 : Programm der qPCR. Die Schritte 2 und 3 wurden 40-mal wiederholt. 
Schritt1: Initiale Denaturierung 95°C 10 Minuten 
Schritt 2: Denaturierung  95°C 15 Sekunden 
Schritt 3: Anlagerung der Oligonukleotide/Polymerisation  60°C 1 Minute 
Schritt 4: Denaturierung 95°C 15 Sekunden 
Schritt 5: Aufzeichnung der Dissoziationskurve 60°C 20 Sekunden 
Schritt 6: Denaturierung 95°C 15 Sekunden 
Schritt 7: Aufbewahrung 4°C 
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5.11 Analyse von mRNA-Startpunkten durch Primer Extension 
 
Zur Analyse des Transkriptionsstartpunktes wurde Gesamt-RNA aus B. subtilis isoliert, wobei 
Kulturen verwendet wurden, die bei unterschiedlichen Wachstumsbedingungen inkubiert 
wurden. So wurden Kulturen bei 37°C mit 0.0 M NaCl,  0,4 M NaCl nach 10 min und 90 min 
sowie in 1 mM Cholin gewachsene Kulturen verwendet. 
Der Reaktionsansatz für die Primer-Extension setzte sich wie folgt zusammen: 
Annealing: 12-15 µg Gesamt-RNA 
1 µl PrimerEx1 (0,5 -5,0 µM; Tab.3) 
4 µl 5 x RT-Puffer (Promega) 
H2O ad 20 µl 
Nach Zusammengeben der Komponenten erfolgte zunächst ein Denaturierungsschritt bei 
75°C für 3 min im Eppendorf-Thermomixer. Dieser Schritt ist notwendig, damit die 
doppelsträngige RNA-Bereiche zur einzelsträngigen RNA aufschmelzen, was die Anlagerung 
des Primers ermöglicht. Im Thermomixer wurde der Ansatz anschließend auf 42°C abgekühlt. 
Nach Abkühlen auf 42°C wurden zum Start der Reaktion folgende Komponenten zugegeben: 
Reaktion :  1 µl dNTP-Mix (je 8 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP in 1 x AMV RTPuffer) 
10 Units AMV Reverse Transkriptase (Promega) 
Der Reaktionsansatz wurde für 60min bei 42°C im Eppendorf-Thermomixer inkubiert. Nun 
erfolgte die Umschreibung von RNA in cDNA. Nach Ablauf der Inkubation wurden 175 µl 
TES zugegeben und die DNA durch Zugabe von 500 µl kaltem Ethanol und Lagerung für 30 
min bei -70°C präzipitiert. Anschließend wurde für 30 min bei 14000 rpm zentrifugiert, der 
Überstand verworfen und das zurückbleibende Pellet in 6 µl 1 x Stop-Puffer (CycleReader 
Auto DNA Seuqencing Kit; Fermentas) resuspendiert. Vor der gelelektrophoretischen 
Auftrennung der Reaktionsprodukte auf dem Li-COR DNA-Sequencer Modell 4000 (MWG-
Biotech GmbH, Martinsried) wurden die Produkte in 1 x Stopplösung verdünnt (1:2; 1:5) und 
für 5 min bei 95°C denaturiert. Dieses cDNA-Fragment wurde nun neben einer 
Sequenzreaktion, die mit demselben Primer durchgeführt wurde, auf ein Sequenzgel 
aufgetragen. Dies ermöglichte dann das Ablesen der Transkriptionsstartpunkte. 
 
5.12 Computeranalysen 
 
Datenbankvergleiche von Basen- und Aminosäuresequenzen mit bekannten Sequenzen 
wurden mit Hilfe des BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1990) am National Center for 
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Biotechnology Information (NCBI) über das Internet durchgeführt. DNA-Sequenzanalysen 
wurden unter Verwendung der Software „Vector NTI 10.0“ der Firma Invitrogen (Carsbad, 
CA, USA) durchgeführt. Die Alignments mit Proteinsequenzen wurden mit ClustalW 
(Thompson et al., 1994) berechnet. Die Hervorsage des möglichen Helix-turn-Helix-Motives 
in GbsR wurden über das Internet durchgeführt (NPA@: Network Protein Sequence Analysis, 
http://npsa-pbil.ibcp.fr (Dodd &, Egan, 1990)). 
 
 
6. Konstruktion von Plasmiden und Stämmen 
 
6.1 Plasmidkonstruktionen 
 
pDH1: Dieses Expressionsplasmid wurde genutzt, um das Gen gbsR unter die Kontrolle des 
Tetracylin- induzierbaren Promotors von pASK-IBA7 zu bringen. Zu diesem Zweck wurde 
das Gen gbsR mittels der Primer GbsR BsaI fwd und GbsR BsaI rev via PCR amplifiziert. 
Das PCR-Produkt wurde dann über die BsaI- Schnittstellen in den Primern in die BsaI site des 
pASK-IBA7-Vektors kloniert. Die Orientierung des gbsR Gens führt zur Expression des 
rekombinanten Proteins mit einem Strep-Tag an seinem N-Terminus (siehe Abb.7). Die 
korrekte Orientierung des Inserts und die DNA-Sequenz des gbsR-Gens wurden durch die 
Sequenzierung bestätigt. 
 
pDH1
3705 bp
gbsR
AmpR
f1 origin
Strep-tag
factorXa
link
promotor
 
 
Abbildung 7:  Das Plasmid pDH1. Dargestellt ist die Vektorkarte für das pASK-IBA7-Derivat, welches das 
gbsR-Gen unter der Kontrolle eines mit Anhydrotetracyclin induzierbaren tet-Promotors trägt. Das resultierende 
GbsR-Protein ist N-terminal mit einem Strep-tagII® zur Reinigung von GbsR versehen.  
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pJMB1@1
9286 bp
Cm
amyE back
bla
amyE front
treA
BamHI (9247)
Sma I (9254)
 
Abbildung 8: Das Plasmid pJMB1. Dargestellt ist die schematische Übersichtszeichnung des Plasmides 
pJMB1, der Ausgangsvektor für die treA-Fusionskonstrukte. 
 
  
pDH2: Aus dem Genom von B. subtilis wurde ein 118 bp großes Fragment aus der gbsA-
Promotorregion unter Verwendung der Primer cut1-SmaI-s und treA1a/BamHI via PCR 
amplifiziert. Dieses Fragment wurde mit SmaI und BamHI geschnitten und in den ebenfalls 
mit SmaI und BamHI linearisierten Vektor pJMB1 (Abb. 8) kloniert (siehe Abb.9). 
 
       
pDH2
9405 bp
Cm
amyE back
bla
amyE front
treA
gbsA-Promotorregion
BamHI (9247)
SmaI (9373)
 
Abbildung 9:  Das Plasmid pDH2. Gezeigt ist die Vektorkarte des pJMB1-Derivates, welches ein 118 bp 
großes Fragment aus der gbsA-Promotorregion trägt. 
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pDH3: Aus dem Genom von B. subtilis wurde ein 142 bp großes Fragment aus der gbsA-
Promotorregion unter Verwendung der Primer treA4/SmaI und cut1-BamHI-as via PCR 
amplifiziert. Dieses Fragment wurde mit SmaI und BamHI geschnitten und in den ebenfalls 
mit SmaI und BamHI linearisierten Vektor pJMB1 kloniert (siehe Abb.10). 
 
                 
pDH3
9411 bp
Cm
amyE back
bla
amyE front
treA
gbsA-Promotorregion
BamHI (9247)
SmaI (9379)
 
Abbildung 10:  Das Plasmid pDH3. Gezeigt ist die Vektorkarte des pJMB1-Derivates, welches ein 142 bp 
großes Fragment aus der gbsA-Promotorregion trägt. 
 
 
pDH4: Aus dem Genom von B. subtilis wurde ein 1467 bp großes Fragment aus der gbsR-
gbsA-Promotorregion unter Verwendung der Primer gbsR-PromA-sense1/SpeI und gbsR-
PromA-antisense1/SpeI via PCR amplifiziert. Dieses Fragment wurde mit SpeI geschnitten 
und in den ebenfalls SpeI restringierten Vektor pX kloniert (siehe Abb.11). 
 
                 
pDH4
8984 bp
amyE front
amyE back
cat
bla
xylR
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SpeI (2)
SpeI (1475)
 
 
Abbildung 11:  Das Plasmid pDH4. Gezeigt ist die Vektorkarte des pX-Derivates, welches ein 1467 bp großes 
Fragment aus der gbsR-gbsA-Promotorregion trägt. 
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pDH5: Aus dem Genom von B. subtilis wurde ein 1467 bp großes Fragment aus der yuaV-
opuBA-Promotorregion unter Verwendung der Primer YvaV-opuBA-sense/SpeI und YvaV-
opuBA-antisense/SpeI via PCR amplifiziert. Dieses Fragment wurde mit SpeI geschnitten und 
in den ebenfalls SpeI restringierten Vektor pX kloniert (siehe Abb.12). 
 
 
              
pDH5
8983 bp
amyE front
amyE back
cat
bla
xylR
PxylA
Insert yvaV-opuBA
SpeI (1)
SpeI (1474)
 
Abbildung 12:  Das Plasmid pDH5. Gezeigt ist die Vektorkarte des pX-Derivates, welches ein 1467 bp großes 
Fragment aus der yuaV-opuBA-Promotorregion trägt. 
 
 
6.2 Stammkonstruktionen 
 
6.2.1 Konstruktion von treA- Fusionsstämmen 
Alle zur Konstruktion der treA- Reportergenfusionsstämme genutzten Plasmide sind Derivate 
des Plasmide pJMB1 (treA) und wurden durch doppelt homologe Rekombination in das 
chromosomale amyE-Gen der B. subtilis-Stämme GNB37 [JH642 (treA::erm)1] oder JBB8 
[JH642 ∆(gbsR::neo) ] integriert. Um die komplette Integration der zirkulären Plasmide über 
einfache, homologe Rekombination zu verhindern, wurden diese vor der Transformation mit 
Restriktionsendonukleasen in dem nicht integrierenden Bereich linearisiert. Die 
Rekombinationen erfolgten zwischen plasmidcodierten 5´- und 3´- Bereichen von amyE und 
den entsprechenden Pendants auf dem Chromosom von B. subtilis. In den dadurch 
entstehenden Stämmen ist das chromosomale amyE-Gen durch die treA-Fusion und das cat-
Gen unterbrochen. AmyE ist die α-Amylase , mit deren Hilfe B. subtilis Stärke abbauen kann, 
das cat-Gen vermittelt die Resistenz gegen das Antibiotikum Chloramphenicol. Sämtliche 
Stämme wurden daher zunächst auf die Cholramphenicol selektioniert und dann auf den 
Verlust ihrer amyE-vermittelten Amylase-Aktivität überprüft. 
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Da in dieser Arbeit nur nichtcodierende Bereiche fusioniert wurden, musste bei der 
Konstruktion dieser transkriptioneller Fusionen der Leserahmen des treA-Gens nicht 
berücksichtigt werden. 
 
DHB2: Zur Konstruktion von DHB2 [JH642 ∆ (treA::erm)2 amyE::Ф(gbsR-treA)1] wurden 
kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes GNB37 [(treA::neo)1] mit dem mit NheI und   
Bsu15I linearisierten Plasmid pGNB10 transformiert. 
 
DHB3: Zur Konstruktion von DHB3 [JBB8 ∆ (treA::erm)2 amyE::Ф(gbsR-treA)1] wurden 
kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes GNB40 [(gbsR::neo)1 ∆(treA::erm)2 ] mit dem 
mit NheI und Bsu15I linearisierten Plasmid pGNB10 transformiert. 
 
DHB4: Zur Konstruktion von DHB4 [JH642 ∆ (treA::erm)2 amyE::Ф(gbsA`-treA)1] wurden 
kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes GNB37 [(treA::neo)1] mit dem mit NheI und 
Bsu15I linearisierten Plasmid pDH2 transformiert. 
 
DHB5: Analog zu DHB4; transformiert wurde das mit NheI und Bsu15I linearisierte Plasmid 
pDH3. 
 
DHB6: Zur Konstruktion von DHB6 [JH642 (pDH4)] wurden kompetente Zellen des B. 
subtilis Stammes JH642 [trpC2 pheA1]mit dem Plasmid pDH4 transformiert. 
 
DHB8: Analog zu DHB6; transformiert wurde das Plasmid pDH5. 
 
DHB12: Zur Konstruktion des Stammes DHB12 [JBB8 ∆ (treA::erm)2 amyE::Ф(gbsA`-
treA)1] wurden kompetente Zellen des Stammes DHB4 mit chromosomaler DNA des B. 
subtilis Stammes JBB8 transformiert. 
 
DHB13: Zur Konstruktion des Stammes DHB13 [JBB8 ∆ (treA::erm)2 amyE::Ф(gbsA`-
treA)2] wurden kompetente Zellen des Stammes DHB5 mit chromosomaler DNA des B. 
subtilis Stammes JBB8 transformiert. 
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7. Biochemische Methoden 
 
7.1 Quantifizierung der Phospho-α-(1,1)-Glucosidase (TreA)-Aktivität 
 
Die treA-Fusionsstämme ermöglichen eine Charakterisierung der Regulation des gbsAB-
Operons, opuB-Operons und opuC-Operons. Das hier verwendete Reportergen treA kodiert 
für eine salztolerante Phospho-α-(1,1)-Glucosidase (TreA) aus B. subtilis (Gotsche & Dahl, 
1996;  Schöck et al., 1996). 
Die Kulturen wurden bei 37°C und 220 rpm in einem Wasserbad inkubiert, bis sie eine OD578 
von 0,25 erreicht hatten. Zu diesem Zeitpunkt wurde die erste Probe entnommen, deren 
optische Dichte ermittelt und den Kulturen Cholin (1 mM) und/ oder NaCl (0,4 M) zugesetzt.  
Nach definierten Zeitpunkten wurden weitere Proben entnommen (1,5 ml). Die Zellen wurden 
durch Zentrifugation in einer Eppendorfzentrifuge geerntet und das Pellet bis zur Verwendung 
bei -20°C tiefgefroren. Die eingelagerten Pellets wurden zunächst in 500 µl Z-Puffer (Gotsche 
& Dahl, 1996; Helfert et al., 1995) mit Lysozym (1 mg/ml) resuspendiert. Dabei ist zu 
beachten, dass der Z-Puffer dahingehend modifiziert war, dass dieser kein ß-Mercaptoethanol 
enthielt. Es folgte eine Inkubation für 10 min bei 37°C in einem Eppendorf-Thermomixer. 
Zelltrümmer wurden anschließend bei 14000rpm abzentrifugiert. 400 µl des klaren 
Überstands wurden mit 400 µl Z-Puffer (ohne Lysozym) versetzt und die Reaktion mit 200 µl 
para-Nitrophenyl-α-D-Glucopyranosid (PNPG; 4 mg/ml in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 
7,5) gestartet. Die Reaktionsansätze wurden schließlich bei 28°C im Wasserbad inkubiert, bis 
eine schwache Gelbfärbung auftrat, längstens allerdings 3 h. Durch Zugabe von 500 µl 
Na2CO3-Lösung (1M) wurde die Reaktion abgestoppt, die Lösung in eine Küvette überführt 
und die Extinktion bei 420 nm (E420) photometrisch ermittelt. Die Reaktionsdauer wurde 
exakt notiert. Die TreA-Enzymaktivität ATreA ergibt sich wie folgt (Gotsche & Dahl, 1996; 
Helfert et al., 1995): 
Dabei ist: 
 
ATreA= 1500 * E420 * ( OD578 * V * t * 0,1* 0,8) -1 
 
ATreA:   die spezifische TreA-Enzymaktivität in nmol umgesetztes PNPG pro min und 
mg TreA-Protein [ nmol ´ min -1´ mg-1 = Miller units pro mg Protein] 
E420:   Extinktion des Spaltproduktes para - Nitrophenol bei 420 nm 
OD578:   optische Dichte der Bakteriensuspension bei 578 nm 
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V:   abzentrifugiertes Zelkulturvolumen in ml 
t:   Reaktionszeit in min 
 
Der Faktor 1500 [mmol* mg-1 * ml] berücksichtigt den Extinktionskoeffizient von p -
Nitrophenol (ε405= 18300 M -1 * cm-1) die Schichtdicke von 1cm, das Reaktionsvolumen von 
1,5 ml sowie die Definition, dass eine voll induzierte Kultur eine Aktivität von 1000 Miller 
units/mg Protein aufweist. Es wird dabei davon ausgegangen, dass eine OD578 von 1 einer 
Proteinkonzentration von 1 mg /ml entspricht. Dem Verdünnungsfaktor VF liegt das Volumen 
des eingesetzten Zelllysats zugrunde, demnach ist VF bei Einsatz von 400µl Zelllysats mit 0,8 
einzuberechnen. 
 
7.2 Amylase-Test 
 
Zur Kontrolle der stabilen Insertion der treA-Reportergenfusionen in das amyE-Gen wurde 
der Nachweis für aktive α-Amylase geführt. Dazu wurde der zu untersuchende Stamm auf 
einer LB-Platte mit 1% Stärke plattiert und über Nacht inkubiert. Die bewachsene Platte 
wurde dann mit Gram-Jodlösung (0,5% (w/v) Jod, 1% Kaliumjodid) geflutet und die 
Kolonien von der Platte gespült. Der Überstand wurde verworfen. Bei amyE+-Zellen, also B. 
subtilis-Zellen, die die treA-Fusion nicht integriert haben und somit noch in der Lage sind 
Stärke anzubauen, wurde ein heller Hof sichtbar, in dem keine Stärke mehr vorhanden war, 
die vom Jod komplexiert werden konnte. Bei amyE—Zellen, B. subtilis-Zellen, die die treA-
Fusion ins Chromosom integriert haben und somit nicht mehr in der Lage sind Stärke 
abzubauen, blieb alles in der dunkelvioletten Farbe des Jod-Stärke-Komplexes. 
 
7.3 Protein-Gelektrophoresen unter denaturierenden Bedingungen 
 
Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 
wurde zur Bestimmung der molekularen Masse und der Überprüfung der Reinheit der 
isolierten Proteine genutzt. Der Gellauf wurde in Elektrophorese-Kammern von Biorad 
durchgeführt. 15%ige Mini-Gele (8,0 x 6,0 x 0,1 cm3) setzten sich wie in Tabelle 15 
beschrieben zusammen. Die Proteinproben wurden mit SDS-Probenpuffer (62,5 mM Tris/HCl 
pH 6,8; 4% (w/w) SDS; 4% (w/v) 2-Mercaptoethanol, 17,4% (w/v) Glycerin und 0,002% 
(w/w) Bromphenolblau) auf eine Konzentration von ca. 2,5 mg/ml eingestellt. Die 
Denaturierung erfolgte für 5 min bei 95°C gefolgt von 2 min bei einer rpm von 1000 
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schüttelnd im Thermocycler. Pro Spur wurden 20-40 µl aufgetragen. Als Elektrodenpuffer 
diente Tris/HCl-Puffer (25 mM Tris/HCl pH 8,8; 192 mM Glycin und 0,1% (w/v) SDS. Die 
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 120-200 V für ca. eine 
Stunde. Als Standard zur Bestimmung der Molekulargewichte der getrennten Protein wurde 
der „Page Ruler Protein Marker“ (Fermentas Life Science, St. Leon-Roth, D) verwendet (14-
70 kDa). Die Gele wurden anschließend in einer aus 0,25% (w/v) CoomassieTM Brilliant Blue 
G250 (Merck, Darmstadt), 50% (v/v) Isopropanol und 5% (v/v) Essigsäure bestehenden 
Lösung gefärbt. Dazu wurde das Gel für einige Sekunden in der Mikrowelle erhitzt und 
anschließend für 10 weitere min in der Färbelösung belassen. Die Entfärbung erfolgte 
ebenfalls nach kurzem Erhitzen in der Mikrowelle für einige Zeit auf dem Schüttler. Der 
Entfärber setzte sich wie folgt zusammen: 50% (w/v) Isopropanol, 5% Eisessig, 45% 
destilliertes Wasser.  
 
Tabelle 15: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele 
Lösung Trenngel (15%) Sammelgel 
1,5 M Tris/HCl pH 8,8; 13,8 mM SDS 2,5 ml _ 
0,5 M Tris/HCl pH 6,8; 13,8 mM SDS _ 2,5 ml 
Acrylamid:Bisacrylamid 
(37,5:1) (40% ig) 
5,0 ml 1,1 ml 
Destilliertes Wasser 2,5 ml 6,5 ml 
TEMED (100% ig) 20 µl 20 µl 
APS (10% ig) 40 µl 40 µl 
 
 
7.4 Protein-Gelektrophoresen unter nativen Bedingungen 
 
Die native Proteingelelektrophorese wurde zur Bestimmung der molekularen Masse unter 
nativen Bedingungen genutzt. Der Gellauf wurde in Elektrophorese-Kammern von Biorad 
durchgeführt. Benutzt wurden Ready-Gels (4-20% Tris*HCl) von BioRad. Die Proteinproben 
wurden mit einem Probenpuffer (25 mM Tris/HCl pH 8,3; 192 mM Glycin 17,4% (w/v) 
Glycerin) auf eine Konzentration von ca. 1 µg eingstellt.  Pro Spur wurden 10-20 µl 
aufgetragen. Als Elektrodenpuffer diente Tris/HCl-Puffer (25 mM Tris/HCl pH 8,3 und 192 
mM Glycin). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Stromstärke von 5-10 mA 
für ca. 16 Stunden. Als Standard zur Bestimmung der Molekulargewichte der getrennten 
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Protein wurde der „HMW-Native Protein Marker“ (GE Healthcare) verwendet (66-669 kDa). 
Die Banden wurden anschließend mit der Silberfärbemethode nach Blum et al. (1987) 
detektiert. 
 
7.5 Proteinbestimmung mittels Absorptionsmessung 
 
Die Proteinkonzentrationen wurden photometrisch bestimmt. Über das molekulare Gewicht 
und die Aminosäuresequenz wird der Molare Extinktionskoeffizient eines Proteins errechnet. 
Dieser gibt Aufschluss darüber, welche Proteinkonzentration einer Absorption von eins bei 
280 nm entspricht. Über die Messung der Absorption (A280) kann also die 
Proteinkonzentration bestimmt werden. Oder die Konzentrationen wurden photometrisch mit 
einem NanoDrop®ND-1000 UV-Vis-Spekrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington 
USA) bestimmt. 
 
7.6 Überexpression und Reinigung von GbsR aus B. subtilis 
 
7.6.1 Überexpression von GbsR aus B. subtilis  
GbsR aus B. subtilis wurde in E. coli heterolog überexprimiert. Das Gen gbsR lag auf dem 
Plasmid pDH1 vor, einem pASK-IBA7-Derivat (IBA, Göttingen, D). Das Plasmid trug das 
gbsR-Gen unter der Kontrolle eines mit Anhydrotetracyclin induzierbaren Promotors. Es folgt 
die Sequenz für einen Strep-tagII® (Voss & Skerra, 1997), über den das produzierte Protein 
anschließend mittels Affinitätschromatographie gereinigt werden konnte. Zwischen diesen 
Basensequenzen liegt eine kurze Sequenzfolge, die im Protein später eine 
Proteaseschnittstelle für den FactorXa (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt, D) ergab. Mittels 
dieser Schnittstelle kann ggf. der Strep-tagII®  vom Protein abgeschnitten werden. Die 
Überproduktion des GbsR-Proteins erfolgte über die Induktion des tet-Promotors mittels 
Anhydrotetracyclin-Zugabe. Die Überproduktion wurde in 6 L MMA (6 x 1 l in 2 l 
Erlenmeyerkolben) mit Ampicillin durchgeführt. Der Kulturkolben wurde mit einer zuvor 
gezogenen Übernachtkultur auf eine OD578 von 0,1 angeimpft. Diese Kultur wurde bis zu 
einer OD578 von 0,5 gezogen und durch Zugabe von 500 µl Anhydrotetracyclin 
(Endkonzentration: 0,2 µg/ml) die Produktion des GbsR induziert. Nach eineinhalb bis zwei 
Stunden wurde die Kultur durch Zentrifugation abgeerntet und das gewonnene Zellpellet 
anschließend bei –20°C gelagert. 
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7.6.2 Zellaufschluss mittels „French Press“ 
Die “French Press” (French® Pressure Cell Press; American Instrument Company, Division 
of Travenol Laboratories inc., Silver Spring, Maryland 20910) bietet die Möglichkeit, größere 
Volumen von Zellsuspension (20 ml in Druckzelle 40 K) innerhalb kurzer Zeit 
aufzuschließen. Das Prinzip des Aufschlusses beruht darauf, dass sich zunächst ein hoher 
Druck in der Druckzelle, in der sich die Zellsuspension befindet, aufbaut. An diesen passen 
sich die Zellen an. Durch das Öffnen des Auslaufventils wird der Außendruck für die 
ausströmenden Zellen schlagartig erniedrigt, sodass sie durch den nun zu hohen Innendruck 
platzen. Die geernteten Zellen werden zuerst in einem Aufschlusspuffer (100mM Tris*HCl 
pH 7,5, 2,5 % Glycerin, 2 mM DTT, 0,4 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM Benzamidine) 
resuspendiert und dann in die auf dem Kopf stehende Druckzelle (auf 4°C vorgekühlt) gefüllt 
und diese durch aufsetzen des Bodenteil mit eingesetztem Auslassröhrchen verschlossen. Im 
Anschluss wurde die Druckzelle mit dem Kolben nach oben in die „French Press“ eingesetzt. 
Daraufhin wurde ein Pumpendruck von ca. 1000 Pa angelegt. Das Auslassventil wurde 
stoßweise geöffnet und die ausströmenden, lysierten Zellen in einem Falcon gesammelt. Das 
Verfahren wurde 3- bis 4-mal durchgeführt, um eine möglichst vollständige Lyse der Zellen 
zu erreichen. Zum Schluss wurde die lysierte Zellsuspension bei 35000 rpm und 4°C für 1 h 
in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert, der Überstand dekantiert und bei 4°C gelagert. 
 
7.6.3 Reinigung von GbsR über FPLC-Chromatographie 
Das Extrakt aus 7.6.2 wurde mittels eines Loops auf eine mit 100 ml 100 mM Tris/HCl, 150 
mM NaCl, pH 7,5 equilibrierte StrepTactin-Säule (IBA, Göttingen, D) (Säulenvolumen: 10 
ml) (Voss & Skerra, 1997) aufgetragen. Der verwendete Puffer wurde zuvor filtriert, um ein 
Verstopfen der Säule durch größere Partikel zu vermeiden. Nach dem Auftrag wurde die 
beladene StrepTactin-Säule mit ca. 10 Säulenvolumina desselben Puffers gewaschen, um 
nicht gebundenes Protein von der Säule zu entfernen. Zur Elution wurden 30 ml 100 mM 
Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5 mit 2,5 mM Desthiobiotin (Acros Organics, Geel, B; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D) verwendet. Das Desthiobiotin hat eine höhere Affinität 
zum Säulenmaterial als der Strep-tagII des Proteins und verdrängt damit das Protein von der 
Säule. Das Eluat wurde in 3 ml Fraktionen gesammelt. Die Regeneration des Säulenmaterials 
erfolgte mit 150 ml 100 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5 mit 1 mM HABA (4-
Hydroxyazobenzen-2-Carboxy-Säure) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D), die das 
Desthiobiotin von der Säule löst. Anschließend wurde die Säule mit 100 ml 100 mM 
Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5 gewaschen und damit wieder für die nächste Reinigung 
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vorbereitet (Strep-tag II-System, Arbeitsanleitung, IBA, Göttingen, D). Die aufgefangenen 
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE auf das Vorhandensein des GbsR überprüft. Das 
Protein fand sich in den Fraktionen 3-6. Bei Bedarf wurden die Fraktionen mit GbsR über 
Membranen mit einer Ausschlussgröße von 10 kDa (VivaSpin Columns, VivaScience Ltd., 
Stonehouse, UK) ankonzentriert.  
 
7.6.4 Dialyse des gereinigten GbsR-Proteins 
Mittels SDS-PAGE wurden die Fraktionen bestimmt, die das GbsR-Protein enthielten. Sie 
wurden vereinigt und über Nacht gegen 5 L 10 mM Tris/HCl, pH 7 in einem vorgequollenen 
Dialyseschlauch (ZelluTrans, ∅ trocken: 15,9 mm, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D) bei 
4°C dialysiert. Am nächsten Morgen wurde eine Konzentrationsbestimmung der Probe, wie 
oben beschrieben, durchgeführt. Mit dem so gereinigten Protein wurden alle 
fluoreszenzspektroskopischen Messungen durchgeführt. 
 
 
7.7 Größenbestimmung des GbsR-Proteins 
 
7.7.1 Gelfiltration 
Die relative molekulare Masse von GbsR wurde mit Hilfe der Gel-Filtrationschromatographie 
unter Verwendung einer HiLoad Superdex75 (16/60) Säule bestimmt. Dazu wurde ein 
Aliquot der gereinigten GbsR-Fraktion auf die Säule aufgetragen, welche vorher mit 100 mM 
Tris*HCl, 150 mM NaCl (pH 7,5) Puffer äqulibriert wurde. 
Zum Eichen der Säule wurden folgende Markerproteine nach Vorschrift einer Vorschrift von 
SIGMA (Gel Filtration Molecular Weight Markers) verwendet: Cytochrom C (12,5 kDa), 
Carbonsäure Anhydrase (29 kDa), Rinderserum Albumin (66 kDa)  und Alkohol 
Dehydrogenase (150 kDa). 
 
7.8 Fluoreszenzspektroskopische Bestimmung der Bindungsaffinität (KD) des GbsR-
Proteins für die Substanzen Glycinbetain und Cholin 
 
Um die Bindungsaffinitäten des GbsR Proteins für die Substanzen Glycin Betain, Glycin 
Betain Aldehyd und Cholin zu bestimmen, wurde ein fluoreszenzspektroskopischer Assay 
genutzt. Die Bindungsaffinitäten wurden über die intrinsische Tryptophanfloureszenz des 
GbsR Proteins bestimmt. Es wurde mit einem Fluoreszenzphotometer (Cary Eclipse, 
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VARIAN, Palo Alto, CA, USA) ein Emissionsspektrum von 300 nm bis 450 nm 
aufgezeichnet. Die Anregungswellenlänge betrug 280 nm, da bei dieser Wellenlänge 
spezifisch Tryptophane zur Emission angeregt werden. Die Spaltweite zum Austritt des 
Lichtes zur Anregung der Proteine betrug 5 nm. Gleichbleibende Messbedingungen wurden 
über ein Kühlsystem garantiert, mit dem die Messkammer im Photometer auf 25°C temperiert 
werden konnte. Zu 1 ml GbsR Protein (5 µM (Es wurde angenommen, dass GbsR als Dimer 
mit je einer Ligandenbindestelle vorlag.)) in 10 mM Tris-HCl [pH7]) wurden unterschiedliche 
Mengen an Substrat titriert. Eine Änderung der Fluoreszenz wurde nach ca. einer Minute 
Inkubationszeit über die erneute Aufzeichnung eines Emissionsspektrums detektiert. Über den 
Vergleich der Emissionsspektren für die Proteinprobe ohne und mit Substrat konnten 
Verschiebungen der maximalen Emissionswellenlänge und Änderungen in der 
Fluoreszenzintensität über einen automatischen „Peak Search“ festgestellt werden. Die 
Bindungsaffinität des GbsR zu seinen Substraten wurde über die Änderung der 
Floureszenzintensität bestimmt. Diese Änderungen folgten den Gesetzmäßigkeiten einer 
Sättigungskurve der folgenden Formel: 
 
F = F0 + (∆F * [S0]/([S0] + KD))  
  
 F     = theoretische Fluoreszenzintensität für eingesetzte 
Substratkonzentration 
 F0    =  gemessene Fluoreszenzintensität ohne Substrat 
 ∆F   =  maximale Änderung der Fluoreszenzintensität 
 S0      =   bei dieser Messung eingesetzte Substratkonzentration  
KD  =  Bindungskonstante, Maß für die Affinität eines Proteins zu seinem 
Substrat; gibt an, bei welcher Substratkonzentration das Protein 
halbmaximal mit Substrat abgesättigt ist 
 
 
Die Analyse und Auswertung der Daten erfolgte, mit dem Programm GraphPad Prism 4 
(GraphPad Software, Inc., San Diego CA, USA).Bei der Berechnung der KD wurde der Hill-
Koeffizient mit einbezogen. 
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IV. Ergebnisse 
 
1. Regulation der Glycin Betain Synthese 
 
1.1 Regulation des gbsAB- Operons 
 
1.1.1 Bestimmung der mRNA-Startpunkte der gbsR- und gbsAB- Transkripte 
 
Zur Festlegung der Promotorsequenz von gbsR und gbsAB wurde der 
Transkriptionsstartpunkt durch Primer-Extension-Analyse kartiert. Dazu wurden die Bacillus 
subtilis-Zellen in SMM bis zu einer OD578 von 0,25 gezogen. Anschließend erfolgte die 
Zugabe von 0,4 M NaCl und 1 mM Cholin zu den Kulturen. Nach 90 Minuten wurden die 
Zellen geerntet und die Gesamt-RNA daraus isoliert. Diese diente als Matrize in der Primer 
Extension Reaktion. Als Primer wurde ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD800 markiertes, 
gbsR-spezifisches Oligonukleotid (PE-gbsR2) und ein gbsA-spezifisches Oligonukleotid (PE-
gbsA2) benutzt. Die mRNA wurde mit reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Unter 
Verwendung derselben Oligonukleotide (PE-gbsR2; PE-gbsA2) wurde eine 
Sequenzierreaktion mit dem Plasmid pDH4 als Matrize durchgeführt, welches die gbsR-
gbsAB-Genregion enthält. Diese Sequenzierungsreaktion wurde als Größenstandard neben 
den Produkten der reversen Transkription in einem Sequenziergel aufgetrennt und mit Hilfe 
eines Licor DNA-Sequenzer analysiert (Abb.13). 
Vor dem identifizierten Startpunkt des gbsR-Transkriptes sowie in der näheren Umgebung des 
Initiationspunktes des gbsA-Transkriptes befinden sich in den bestimmten Sequenzen jeweils 
eine potentielle -10 und -35 Region mit 16 bp (gbsR) bzw. 17 bp (gbsA) Abstand zueinander, 
welche als Erkennungsstelle für den vegetativen Sigmafaktor σA aus B. subtilis dienen könnte 
(Haldenwang, 1995). Diese Ergebnisse stimmen mit früheren Versuchen zur Bestimmung der 
der mRNA-Startpunkte des gbsR-Gens und des gbsAB-Operons überein (Boch et al., 1996; 
Nau-Wagner, 1999). 
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Abbildung 13: Primer Extension-Analyse der gbsR-gbsAB-Promotorregion. 
Identifikation des transkriptionellen Startpunktes des gbsR-gbsAB-Operons von B. subtilis und Analyse des 
potentiellen Promotors. B. subtilis wurde in Minimalmedium bei 37 °C kultiviert, bis die Kultur eine OD578 von 
0,25 erreichte. Dann erfolgte die Zugabe von 0,4 M NaCl und 1mM Cholin. Nach 90 min wurden die Zellen 
geerntet. Jeweils 20µg der isolierten Gesamt-RNA wurden mit einem gbsA-spezifischen DNA-Primer (A) und 
mit einem gbsR-spezifischen Primer (B) von einer reversen Transkriptase in cDNA transkribiert. Dieses 
Reaktionsprodukt wurde neben einer DNA-Sequenzierungsreaktion die mit denselben Oligonukleotiden erhalten 
wurden, in einem Sequenziergel aufgetrennt. (C) Nukleotidsequenz der gbsR-gbsAB-Promotorregion aus B. 
subtilis. Die Initiationsstelle der Transkription ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die -10 und -35 Region des 
potentiellen σA abhängigen Promotors sind mit einem Rahmen um die jeweiligen Nukleotide markiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
tttcatccatactgaccctcttttcctttagaaaattaaattcgttaagtt
atttctttatgttctttatcttaacgaaacatgaggaaaagtcaaaaag
aaaaatcaaaatgggactttgacagtttaaaaaccatatgttagatta
aggttgttaaaaacattaaatttttatttaacaaactttatttacgtcaag
gaggcttatatgagtcaaaca
-35 -10
GbsR
MDE
GbsA
M S Q
-10 -3516
17
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1.1.2 Regulation der Expression des gbsAB-Operons 
 
Für die Regulationsstudien wurde hauptsächlich der B. subtilis-Stamm GNB45 benutzt, ein 
Stamm in dem die gbsA-Promotorregion (914 bp) mit dem Reportergen treA, welches für eine 
salztolerante Phospho-α-(1,1)-Glucosidase aus B. subtilis kodiert (Schöck & Dahl, 1996), 
fusioniert ist (Nau-Wagner, 1999). Diese Reportergenfusion ist am amyE-Genort in das B. 
subtilis Genom als Einzelkopie integriert und wurde unter verschiedenen 
Wachstumsbedingungen und in verschiedenen Stammhintergründen untersucht. 
 
1.1.2.1 Einfluss von Cholin und hoher Osmolarität auf die gbsAB-Expression 
 
B. subtilis ist in der Lage die osmotische Schutzsubstanz Glycin Betain zu synthetisieren, 
wenn die Vorstufe Cholin im Nährmedium vorhanden ist (Boch et al., 1994). In der Arbeit 
von Nau-Wagner (1999) wurde gezeigt, dass nur Cholin, nicht aber eine hohe Osmolarität, 
einen Einfluss auf die gbsAB-Expression aufweist. Um dies weiter zu untersuchen, wurde der 
Stamm GNB45, welcher eine intakte gbsR- und gbsA-Kopie besitzt, bei 37°C und 220 rpm in 
SMM-Medium bis zu einer OD578 von 0,25 gezogen und eine Probe für den TreA-Test 
abgenommen. Anschließend wurde zu den Kulturen 0,4 M NaCl, 1 mM Cholin oder 0,4 M 
NaCl und 1 mM Cholin zugesetzt. Nach 90 Minuten wurden Proben genommen und die 
TreA-Aktivität bestimmt. Abbildung 14 zeigt die Induktion der gbsA-treA-Fusion  
 
0
50
100
150
200
250
300
Tr
eA
-
Ak
tiv
itä
t [
U]
SMM
NaCl
Cholin
NaCl+Cholin
 
Abbildung 14: Induktion des gbsAB-Operons. 
Dargestellt sind die TreA-Aktivitäten des Stammes GNB45 (gbsA-treA) in Abhängigkeit verschiedener 
Induktionsbedingungen: SMM (■), SMM + 0,4 M NaCl (■), SMM+ 1mM Cholin (■) und SMM + 0,4 M NaCl + 
1mM Cholin (■). 
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Es konnte bestätigt werden, dass eine Zugabe von 0,4 M NaCl zum Wachstumsmedium 
keinen Einfluß auf die TreA-Aktivität des Stammes GNB45 (Abb.14) hat. Durch die Zugabe 
von 1 mM Cholin zum Wachstumsmedium steigt die TreA-Aktivität nach 90 min um das 30 
fache auf 143 U an. Bei einer Zugabe von 0,4 M NaCl und 1 mM Cholin zum 
Wachstumsmedium, konnte eine TreA-Aktivität von 246 U detektiert werden. Diese 
Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass das gbsAB-Operon durch die Zugabe von Cholin und nicht 
durch hohe Osmolarität induziert wird. Die erhöhte TreA-Aktivität nach der kombinierten 
Zugabe von 0,4 M NaCl und 1 mM Cholin zum Medium resultiert aus dem gesteigerten 
Cholin-Transport, verursacht durch die hohe Osmolarität (Boch et al., 1994; Kappes et al., 
1999). 
 
1.1.2.2 Bestimmung möglicher weiterer Induktoren für das gbsAB-Operon 
 
Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob auch das Zwischenprodukt Glycin Betain 
Aldehyd und das Endprodukt Glycin Betain die Expression des gbsAB-Operons induzieren 
kann. Der Stamm GNB45 wurde in Minimalmedium bei 37°C und 220 rpm inkubiert und 
nach Erreichen von einer OD578 von 0,25 mit 1 mM Cholin, 1 mM Glycin Betain Aldehyd 
oder mit 1 mM Glycin Betain versetzt (Abb. 15). Nach 90 Minuten wurden Proben 
entnommen und die TreA-Aktivität bestimmt. 
 
0
50
100
150
200
250
SMM Cholin GBA GB
Tr
eA
-
A
kt
iv
itä
t [
U
]
 
Abbildung 15: gbsAB-Expression in Abhängigkeit verschiedener möglicher Induktoren. 
Dargestellt ist die TreA-Aktivität des B. subtilis Stammes GNB45 (gbsA-treA) 90 Minuten nach Zugabe von 1 
mM Cholin (■), 1 mM Glycin Betain Aldehyd (■) oder 1 mM Glycin Betain (■). 
 
 
Durch die Zugabe der Glycin Betain Vorstufe Cholin zum Wachstumsmedium des Stammes 
GNB45 konnte nach 90 Minuten eine TreA-Aktivität von 147 U und somit eine Induktion 
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bestimmt werden. Nach Zugabe von Glycin Betain konnte keine erhöhte TreA-Aktivität 
festgestellt werden. Das Endprodukt des Glycin Betain Synthesesweges kann also die 
Expression des gbsAB-Operons nicht induzieren. Glycin Betain Aldehyd weist ebenfalls eine 
erhöhte TreA-Aktivität auf (110 U). Das Zwischenprodukt der Glycin Betain Synthese aus 
Cholin induziert demnach auch die Expression des gbsAB-Operons. Dies ist von großer 
Relevanz, da Glycin Betain Aldehyd für die Zelle toxisch ist. Somit muss dieser schnell zu 
Glycin Betain umgesetzt werden. 
 
1.1.2.3 Bestimmung der minimalen Induktorkonzentration 
 
Zur Identifizierung der minimalen Cholinkonzentration, welche benötigt wird, um die 
maximale Expression des gbsAB-Operons unter niederosmolaren Bedingungen zu induzieren, 
wurde der Stamm GNB45 in SMM-Medium bei 37°C und 220 rpm in einem Wasserbad 
inkubiert. Bei einer OD578 von 0,25 erfolgte die Zugabe unterschiedlicher 
Cholinkonzentrationen (0-1 mM). 90 Minuten nach der Zugabe wurden Proben entnommen 
und die TreA-Aktivität bestimmt (Abb. 16). 
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Abbildung 16: Abhängigkeit der gbsAB-Induktion von der Cholinkonzentration. 
In Abbildung 15 wurde die TreA-Aktivität des Stammes GNB 45 (gbsA-treA) in Abhängigkeit der 
Cholinkonzentration aufgetragen. 
 
 
Wie dieses Experiment zeigt, reicht schon die Zugabe von einer geringen Konzentration (25 
µM) an Cholin zum niederosmolaren Wachstumsmedium aus, um die gbsAB-Expression zu 
induzieren. Es konnte auch gezeigt werden, dass eine Cholinkonzentration von 125-150 µM 
genügt, um eine maximale Expression des gbsAB-Operons unter niederosmolaren 
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Wachstumsbedingungen zu erreichen. Eine Steigerung der Cholinkonzentration hat keine 
weitere Erhöhung der TreA-Aktivität zur Folge. 
 
 
1.1.2.4 GbsR vermittelt die Cholininduktion des gbsAB-Operons 
 
Aus Experimenten von J. Boch (1996) und G. Nau-Wagner (1999) war bekannt, dass eine 
Unterbrechung des offenen Leserahmens (orf-2) bzw. die Ausschaltung des Gens gbsR, 
welches stromaufwärts von den gbsAB-Genen liegt, eine verstärkte Glycin Betain Synthese 
zur Folge hat (Boch, 1996; Nau-Wagner, 1999). Um dies weiter zu untersuchen, wurden 
TreA-Tests mit den Bacillus subtilis Stämmen GNB45 (gbsR+) und GNB48 (gbsR-), die beide 
die gleiche gbsA-treA-Fusion enthielten, durchgeführt. Beide Stämme wurden bei 37°C und 
220 rpm in SMM-Medium bis zu einer OD578 von 0,25 wachsen gelassen, dann erfolgte 
jeweils die Zugabe von 0,4 M NaCl, 1 mM Cholin oder 0,4 M NaCl und 1 mM Cholin. 90 
Minuten nach der Zugabe wurden Proben genommen und die TreA-Aktivität bestimmt (Abb. 
17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 17: Expression des gbsA-Gens unter verschiedenen Bedingungen. 
Es wurde die TreA-Aktivität der B.subtilis Stämme GNB45 (gbsA-treA) (■) und GNB48 (gbsR::neo, gbsA-treA) 
(■) 90 Minuten nach Zugabe von 0,4 M NaCl, 1 mM Cholin und 0,4 M NaCl und 1 mM Cholin bestimmt. 
 
In Abbildung  17 ist zu sehen, dass der Stamm GNB45 (gbsR+) dem gleichen Muster aus 
Abb. 14 folgt. Durch das Ausschalten des gbsR-Gens im Stamm GNB48 zeigt sich eine 
Derepression der gbsA-Expression. Dieser Stamm antwortet weder auf Cholin noch auf 
erhöhte Osmolarität. Das gbsAB-Operon wird unter diesen Bedingungen konstitutiv 
exprimiert. 
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Zur weiteren Bestätigung wurden Real Time PCR Analysen durchgeführt. Dazu wurden die 
Stämme JH642 (gbsR+) und JBB8 (gbsR-) in SMM bei 37°C angezogen. Analog erfolgte bei 
einer OD578 von 0,25 die Zugabe der oben erwähnten Zusätze. Nach 90 Minuten wurden die 
Zellen geerntet und die Gesamt-RNA isoliert. Nach der Umschreibung in die cDNA erfolgte 
die Real Time PCR Analyse, mit der jeweiligen cDNA als Template und gbsA-spezifischen 
Primern (RT-gbsA1 fwd, RT-gbsA1 rev) (Abb. 18). 
 
 
        
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: Expression des gbsA-Gens unter verschiedenen Bedingungen. 
Gezeigt ist die Expression des gbsA-Gens im Wildtyp JH642 (■) und der gbsR::neo-Mutante JBB8 (■) nach der 
Real Time PCR Analyse.  
 
Die Auswertung der Real Time PCR zeigt dieselben Resultate wie die zuvor durchgeführten 
TreA-Experimente. Das gbsAB-Operon ist im Gegensatz zum Wildtyp-Stamm in der 
gbsR::neo Mutante JBB8 ebenfalls konstitutiv exprimiert.  
 
1.1.2.5 Auswirkung von Glycin Betain auf die gbsAB-Expression 
 
Die Funktion des Glycin Betain-Syntheseweges besteht darin, das kompatible Solut Glycin 
Betain aus der Vorstufe Cholin zu synthetisieren (Boch et al., 1996). Aus diesem Grund ist es 
verständlich, dass die Expression der gbsAB-Gene, wie in 1.1.2.1 gezeigt, durch die Vorstufe 
Cholin induziert wird. Im Folgenden soll nun untersucht werden, ob das Endprodukt des 
Glycin Betain Syntheseweges, Glycin Betain, einen Einfluss auf die gbsAB-Expression 
ausübt. Ein reprimierender Effekt von Glycin Betain wurde für die Regulation des bet-
Regulons in E. coli beschrieben (Eshoo, 1988). Dazu wurden die Stämme GNB45 (gbsR+) 
und GNB48 (gbsR::neo) bei 37°C und 220 rpm in SMM-Medium mit 0,4 M NaCl, in SMM- 
Medium mit 0,4 M NaCl plus 1 mM Cholin, in SMM- Medium mit 0,4 M NaCl plus 1 mM 
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Glycin Betain und in SMM- Medium mit NaCl plus 1 mM Cholin und 1 mM Glycin Betain 
bis zu einer OD578 von 1,5 gezogen. Anschließend wurden Proben entnommen und die TreA-
Aktivität der Kulturen bestimmt (Abb. 19). Die anderen Bedingungen für dieses Experiment 
ergeben sich daraus, dass den Zellen Zeit gegeben wird Glycin Betain zu synthetisieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19: Auswirkung von Cholin und Glycin Betain auf die gbsAB-Expression. 
Dargestellt sind die TreA-Aktivitäten der unterschiedlichen Kulturen der Stämme GNB45 (■) und GNB48 (■). 
 
Aus Abbildung 19 lässt sich erkennen, dass das Endprodukt Glycin Betain im Stamm GNB45 
die gbsAB-Expression in Anwesenheit von Cholin deutlich reprimiert. Auch ist in diesem 
Experiment eindeutig zu sehen, dass dieser reprimierende Effekt von Glycin Betain abhängig 
von GbsR ist, denn im Stamm GNB48 (gbsR::neo) ist dieser Effekt nicht zu sehen. Ist das 
gbsR-Gen ausgeschaltet, so kann Glycin Betain die Expression des gbsAB-Operons nicht 
mehr reprimieren. Um eindeutig sagen zu können, dass dieser Effekt allein auf Glycin Betain 
beruht, und nicht ein Phänomen der osmotischen Schutzsubstanzen ist, wurden in einem 
weiteren Versuch mehrere kompatible Solute auf diesen Effekt getestet. 
 
1.1.2.6 Auswirkung von anderen kompatiblen Soluten auf die gbsAB-Expression 
 
Um herauszufinden, ob der reprimierende Effekt allein auf Glycin Betain beruht wurden die 
Stämme GNB45 (gbsR+) und GNB48 (gbsR::neo) unter denselben Bedingungen wie in 
1.1.2.5 beschrieben, gezogen. Zusätzlich wurden die kompatiblen Solute Carnitin, Prolin und 
Ectoin, sowie deren Kombination mit Cholin dem Wachstumsmedium zugesetzt. Nach dem 
Erreichen der mittleren logarithmischen Phase (OD578 von 1,5), erfolgte die Probennahme und 
die Bestimmung der TreA-Aktivität (Abb. 20) 
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Abbildung 20: Auswirkung von kompatiblen Soluten auf die gbsAB-Expression. 
Dargestellt sind die TreA-Aktivitäten der unterschiedlichen Kulturen der Stämme GNB45 (■) und GNB48 (■) 
 
Abbildung 20 zeigt zum einen, dass in GNB45 (gbsR+) weder Prolin noch Ectoin oder 
Carnitin in der Lage sind das System zu induzieren. Zum anderen wird deutlich, dass keine 
dieser osmotischen Schutzsubstanzen fähig ist, die gbsAB-Expression im gleichen Maße wie 
Glycin Betain zu reprimieren. Möglicherweise ist ein minimaler Effekt von Carnitin sichtbar. 
Dies könnte damit zusammenhängen, dass Carnitin eine ähnliche Struktur wie Glycin Betain 
besitzt. Auch ist in diesem Experiment wiederholt gezeigt worden, dass die Repression der 
gbsAB-Expression von GbsR abhängig ist, denn im Stamm GNB48 (gbsR::neo) ist das 
Operon konstitutiv exprimiert. Aus all diesen Ergebnissen lässt sich ableiten, dass der 
reprimierende Effekt ein Glycin-Betain-spezifischer Effekt ist. Das Endprodukt des Cholin zu 
Glycin Betain Synthesewegs reprimiert also die gbsAB-Expression. 
 
1.1.2.7 Unterbindung der Metabolisierung des Induktors Cholin 
 
Die bisherigen aufgeführten Ergebnisse zeigen, dass Cholin, die Expression des gbsAB-
Operons induziert und das Endprodukt Glycin Betain die Expression der gbsAB-Gene 
reprimiert. Der Induktor Cholin wird durch die Oxidation von Cholin zu Glycin Betain  
ständig aus der Zelle entfernt. Wird die Metabolisierung von Cholin unterbunden, so sollte 
eine Steigerung der Expression des gbsAB-Operons erreicht werden, da sich dann Cholin in 
der Zelle anreichern sollte. Durch die Zugabe von Glycin Betain sollte die gbsAB-Expression 
aber wieder reprimiert werden können.  
Der Stamm GNB46, der Cholin aufgrund einer Deletion der gbsAB-Gene, nicht mehr zu dem 
kompatiblen Solut Glycin Betain umsetzen kann, wurde mit den Stämmen GNB45 und 
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GNB48 im Minimalmedium ohne Cholin, sowie mit 1 mM Cholin oder mit 1 mM Cholin und 
1 mM Glycin Betain über Nacht bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurden 
die Kulturen in Medium mit gleicher Zusammensetzung überimpft. Nach Erreichen der 
mittleren logarithmischen Phase (OD578 von 1,5) wurde die TreA-Aktivität der Kulturen 
bestimmt (Tab. 16). In diesem Versuch wurde auf die Zugabe von 0,4 M NaCl verzichtet, da 
ein ∆gbsAB-Stamm durch die Zugabe von Cholin zum Wachstumsmedium schon im 
Wachstum inhibiert ist (Boch et al., 1996) und nicht noch zusätzlich durch hohe Osmolarität 
gestresst werden sollte. 
 
Tabelle 16: Bedingungen, unter denen eine Steigerung der Expression des gbsAB-Operons erreicht wird. 
Die Stämme GNB45, GNB46 und GNB48 wurden über Nacht in SMM-Medium ohne Cholin, sowie mit 1 mM 
Cholin oder 1 mM Cholin + 1 mM Glycin Betain inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte die Überimpfung der 
Kulturen in Medium mit gleicher Zusammensetzung und nach Erreichen der OD von 1,5 wurde die TreA-
Aktivität gemessen.  
 
Stamm relevanter Genotyp 
Zusatz zum 
Wachstumsmedium 
TreA-
Aktivität (U) 
gbsAB+ gbsR+  -  GNB45 
  gbsAB+ gbsR+ 1 mM Cholin 
6 +/- 0,3 
106 +/- 3 
  gbsAB+ gbsR+ 1 mM Cholin+ 1 mM GB 5 +/- 0,3 
GNB46 gbsAB- gbsR+  -  6 +/- 0,3 
  gbsAB- gbsR+ 1 mM Cholin 534+/- 7 
  gbsAB- gbsR+ 1 mM Cholin+ 1 mM GB 5 +/- 0,1 
GNB48 gbsAB+ gbsR-  -  478 +/- 16 
  gbsAB+ gbsR- 1 mM Cholin 468 +/- 19 
  gbsAB+ gbsR- 1 mM Cholin+ 1 mM GB 515 +/- 27 
 
Der Stamm GNB45 zeigt eine TreA-Aktivität von 106 U, d.h. Cholin induziert wie zuvor 
beschrieben die gbsAB-Expression. In dem ∆gbsAB-Stamm GNB46 wird der Induktor Cholin 
angereichert. Es konnte eine fast 5-fach höhere TreA-Aktivität, als im Vergleichsstamm 
GNB45, welcher in der Lage ist Cholin zu Glycin Betain zu oxidieren und somit Cholin 
ständig aus der Zelle zu entfernen, bestimmt werden. Das heißt, auch dieser Stamm ist im 
Vergleich zu GNB48 (gbsR::neo) noch durch Cholin induzierbar. Setzt man GNB46 Glycin 
Betain im Wachstumsmedium zu, so ist dieser ebenfalls wie der Wildtyp-Stamm GNB45 in 
der Lage die gbsAB-Expression herunterzufahren. 
 
1.1.2.8 GbsR vermittelt die Repression des gbsAB-Operons durch Glycin Betain 
 
Wie in 1.1.2.4 gezeigt, vermittelt GbsR die Induktion des gbsAB-Operons durch Cholin. 
Offen ist nun die Frage, ob gbsR auch bei der Repression des gbsAB-Operons durch Glycin 
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Betain beteiligt ist. Aus Abbildung 19 (1.1.2.5) und Abbildung 20 (1.1.2.6) geht hervor, dass 
im gbsR--Stamm GNB48 das gbsAB-Operon konstitutiv exprimiert ist, und weder eine 
Zugabe von Cholin noch eine Zugabe von Glycin Betain zum Wachstumsmedium einen 
Einfluss auf die gbsAB-Expression hat. Auch Tabelle 16 (1.1.2.7) zeigt, dass Glycin Betain im 
Stamm GNB48 keinen reprimierenden Effekt auf das gbsAB-Operon hat. Auch hier ist das 
gbsAB-Operon mit Cholin und Glycin Betain im Wachstumsmedium angeschaltet (TreA-
Aktivität von 478 U). Somit hat das Ausschalten des gbsR-Gens nicht nur die Aufhebung der 
Cholininduktion zur Folge, sondern auch die Aufhebung der Glycin Betain-Repression. Da 
das gbsAB-Operon auch unter diesen Bedingungen konstitutiv exprimiert ist, ist eindeutig, 
dass GbsR auch die Repression des gbsAB-Operons durch Glycin Betain vermittelt, wenn der 
Induktor Cholin vorhanden ist. 
 
1.1.2.9 Einfluss der Cholin- und Glycin Betain–Menge auf die gbsAB-Expression 
während des Wachstums 
 
Um zu sehen, wie die gbsAB-Expression bei unterschiedlichen Mengen von Cholin und 
Glycin Betain aussieht, wurde der Stamm GNB45 in SMM-Medium mit 0,4 M NaCl und 0 
bis 1 mM Cholin, sowie in SMM-Medium mit 0,4 M NaCl, 1 mM Cholin und 0 bis 1 mM 
Glycin Betain bei 37°C und 220 rpm gezogen. Nach Erreichen der mittleren logarithmischen 
Phase (OD578 von 1,5) wurden Proben entnommen und die TreA-Aktivität bestimmt (Abb. 
21). 
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Abbildung 21: gbsAB-Expression bei unterschiedlichen Mengen Cholin und Glycin Betain im 
Wachstumsmedium. Dargestellt sind die TreA-Aktivitäten des Stammes GNB45 bei ansteigenden Mengen von 
Cholin (♦)und Glycin Betain + Cholin (○). 
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Aus dieser Abbildung geht hervor, dass mit zunehmender Cholinmenge die Expression des 
gbsAB-Operons steigt. Ab einem Wert von ca. 400 µM Cholin ist keine große Steigerung der 
gbsAB-Expression mehr möglich. Betrachtet man hingegen die Kurve mit 1 mM Cholin und 
ansteigenden Mengen an Glycin Betain, so kann man sagen, dass bei geringen Mengen an 
Glycin Betain (0-200 µM) noch keine Repression der gbsA-Expression stattfindet. 400 µM 
Glycin Betain sind ausreichend um eine deutliche Repression des gbsAB-Operons zu erzielen. 
Somit ist gezeigt, dass es sich hier um eine sehr feine Abstimmung der gbsAB-Expression 
handelt. 
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1.1.2.10 Ermittlung des minimalen für die Regulation des gbsAB-Operons wichtigen 
DNA-Abschnitts 
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Abbildung 22: Übersicht der bereits vorhandenen und neu konstruierten gbsA´-treA-Fusionen zur 
Untersuchung der Regulation der gbsAB-Expression in B. subtilis. Dargestellt sind die gbs-Gene und die 
daraus abgeleitenten Plasmide, die verschiedene gbsA`-treA-Fusionen tragen. Rot eingezeichnet ist die mögliche 
Bindebox von GbsR (näheres unter Kapitel IV.4). 
 
Aus der vorangegangen Arbeit von Gabriele Nau-Wagner (1999), die die Stämme GNB52, 
GNB53 und GNB54 konstruierte, geht hervor, dass ein 142 bp großes Fragment der gbsA-
Promotorregion ausreicht (Stamm GNB53), um die vollständige Repression des gbsAB-
Operons unter nicht induzierenden Bedingungen zu gewährleisten (Nau-Wagner, 1999). Zur 
weiteren Ermittlung des minimalen DNA-Abschnittes, welcher für die vollständige 
Regulation des gbsAB-Operons nötig ist, wurden zwei zusätzliche gbsA`-treA-Fusionen 
konstruiert (pDH2, pDH3). Diese Fusionen unterscheiden sich nur in der Länge der gbsA-
Promotorregion voneinander. Die beiden Plasmide pDH2 und pDH3 wurden sowohl bei dem 
B. subtilis Wildtypstamm (GNB37) als auch bei der B. subtilis gbsR::neo-Mutante (GNB40) 
in das Genom integriert. Die daraus abgeleiteten Stämme DHB4 und DHB5 (Wildtyp-
Hintergrund) bzw. DHB12 und DHB13 (gbsR::neo-Hintergrund) wurden zusammen mit den 
anderen Stämmen von G. Nau-Wagner in Minimalmedium bei 37°C und 220 rpm bis zum 
gbsR gbsA gbsB 
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Erreichen einer OD578 von 0,25 inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt wurden Proben entnommen 
und dem TreA-Test unterzogen. Anschließend wurden die Kulturen mit 0,4 M NaCl und 1 
mM Cholin versetzt und weiter inkubiert. Nach 90 Minuten wurden wieder Proben 
genommen und die TreA-Aktivität bestimmt. In Tabelle 17 sind die TreA-Aktivitäten der 
unterschiedlichen Kulturen zusammengefasst. 
 
Tabelle 17: Identifizierung des minimalen, für die Regulation von gbsAB durch GbsR nötigen DNA-
Abschnitts. Angegeben sind die TreA-Aktivitäten nach 90 minütiger Induktion mit 1 mM Cholin und 0,4 
M NaCl. 
         
Stamm Plasmid relevanter Genotyp 
TreA-Aktivität 
uninduziert [U] 
TreA-Aktivität 
induziert [U] 
GNB45 pGNB11 gbsR+ 3 +/- 0,5 247 +/- 24 
GNB48 pGNB11 gbsR- 454 +/- 24 420 +/- 21 
GNB52 pGNB14 gbsR+ 4 +/- 0,4 175 +/- 3 
GNB63 pGNB14 gbsR- 399 +/- 25 280 +/- 15 
GNB53 pGNB15 gbsR+ 5 +/- 0,2 186 +/- 8 
GNB64 pGNB15 gbsR- 312 +/- 10 304 +/- 5 
GNB54 pGNB16 gbsR+ 6 +/- 0,7 722 +/- 39 
GNB65 pGNB16 gbsR- 1295 +/- 85 1129 +/- 120 
DHB4 pDH2 gbsR+ 5 +/- 0,5 174 +/- 22 
DHB12 pDH2 gbsR- 362 +/- 16 331 +/- 23 
DHB5 pDH3 gbsR+ 5+/- 0,9 150 +/- 9 
DHB13 pDH3 gbsR- 216 +/- 12 216 +/- 12 
 
Wie aus Tabelle 17 zu entnehmen ist, unterscheiden sich die TreA-Aktivitäten der nicht 
induzierten Kulturen von GNB52, GNB53, GNB54, DHB4 und DHB5 nicht von der TreA-
Aktivität des Kontrollstammes GNB45, der die längste gbsA`-treA-Fusion trägt. Weiterhin 
zeigt Tabelle 17, dass alle verkürzten Fusionen noch der Cholininduktion unterliegen und die 
gbsA`-treA-Expression in einer gbsR::neo-Mutante dereprimiert wird. Sie erreichen jedoch 
unterschiedliche Endaktivitäten, einige sind etwas niedriger und eine ist sehr viel höher 
(GNB54 bzw. GNB65). Betrachtet man nun die verkürzten gbsA`-treA-Fusionen in einem 
gbsR::neo-Stammhintergrund, so erhält man eine konstitutive Expression des gbsAB-
Operons. Die hier aufgeführten Daten zeigen, dass sich das minimale für die Regulation 
wichtige Fragment von 142 bp (Nau-Wagner, 1999) auf ein 100 bp großes Fragment der 
gbsA-Promotorregion reduzieren lässt, abgeleitet aus den 118 bzw. 124 bp (siehe Abb. 22). 
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Diese 100 bp reichen aus, um eine Induktion des gbsAB-Operons durch Cholin und seine 
Derepression in einer gbsR:.neo- Mutante zu gewährleisten. 
 
 
2. Experimentelle Charakterisierung von GbsR 
 
2.1 Konstruktion eines Expressionsplasmides zur heterologen Überproduktion von   
GbsR aus B. subtilis in E. coli 
 
Aus den bisherigen Daten zur Regulation des gbsAB-Operons geht hervor, dass dieses durch 
das Vorhandensein von Cholin induziert wird und anschließend durch die Präsenz des 
Endproduktes Glycin Betain  reprimiert wird. Beide Effekte werden anhand der zuvor 
gezeigten Daten durch GbsR vermittelt. Demnach codiert das gbsR-Gen für ein 
Repressorprotein, dessen Ausschaltung eine konstitutive Expression des gbsAB-Operons 
bewirkt. Der minimale, für die Regulation wichtige DNA-Abschnitt konnte auf 100 bp 
eingegrenzt werden. Es liegt somit die Vermutung nahe, dass sich auf diesem DNA-Abschitt 
die mögliche Binderegion für das GbsR Protein befindet. Um dies näher zu betrachten, sollten 
weitere Versuche mit dem gereinigten GbsR Protein unternommen werden. Auch die Frage, 
ob GbsR Cholin bindet, da es als Cholinsensor fungiert, konnte nur beantwortet werden, 
indem das reine GbsR-Protein zur Verfügung stand. Das heißt, um dieses Protein näher zu 
charakterisieren, musste das GbsR-Protein überexprimiert und gereinigt werden. 
Ausgangspunkt für die Konstruktion eines Expressionsplasmides für die heterologe 
Überproduktion von GbsR war das Plasmid pASK-IBA7 (IBA, Göttingen, D). Das gbsR-Gen 
wurde mittels PCR mit den in Tabelle 4 genannten Primern (GbsR BsaI fwd und GbsR BsaI 
rev) aus chromosomaler DNA des B. subtilis Wildtypstammes JH642 amplifiziert und mit 
dem Restriktionsenzym BsaI geschnitten, so dass das enstandene PCR-Produkt Überhänge 
erhielt, die komplementär zu denen des zuvor ebenfalls mit BsaI linearisierten pASK-IBA7-
Vektors waren. Daraus resultierte der Überexpressionsvektor pDH1 (siehe Abb. 6). 
In diesem Vektor liegt gbsR unter der Kontrolle eines mit Anhydrotetracyclin induzierbaren 
tet-Promotors vor. Weiterhin ist der Expressionsvektor so konzeptioniert, dass das 
resultierende GbsR-Protein N-terminal einen Strep-tagII® trägt, über den das Protein mittels 
Affinitätschromatographie gereinigt werden kann. Dieser Tag ist mit dem GbsR über einen 
vier Aminosäuren-Linker verknüpft, der eine Erkennungsstelle für die Protease FactorXa 
darstellt. Somit kann das produzierte GbsR-Protein von dem N-terminal anfusionierten Strep-
IV. Ergebnisse 70 
tagII®  abgeschnitten werden. Für die  Überexpression von gbsR wurde das Plasmid pDH1 in 
den E. coli Stamm BL21 transformiert. Der entstandene Stamm BL21 (pDH1) wurde zur 
Produktion des GbsR-Proteins genutzt. 
 
2.2 Überexpression und Reinigung  des GbsR-Proteins  
 
Um das GbsR-Protein hinsichtlich seiner DNA-Bindung und Cholinbindung näher 
untersuchen zu können, wurde das GbsR-Protein heterolog in E. coli überproduziert und 
mittels FPLC-Chromatographie gereinigt. 
Die Überproduktion des GbsR-Proteins erfolgte in 6 x 1l Minimalmedium A (Sambrook et 
al., 1989) mit Ampicillin (Endkonzentration: 100 µg/ml), welches mit einer Übernachtkultur 
E. coli BL21 (pDH1) auf eine OD578 von 0,1 angeimpft wurde. Die Kulturen wurden bei 37°C 
und 180 rpm bis zu einer OD578 von 0,5 - 0,7 inkubiert. An diesem Punkt erfolgte die Zugabe 
von Anhydrotetracyclin (Endkonzentration: 200µg/l), welches die Transkription des gbsR-
Gens  induziert. Sowohl vor der Induktion als auch kurz vor der Ernte der Zellen wurden 1 ml 
Kultur aus dem Kulturkolben entnommen, abzentrifugiert und das Zellpellet eingefroren. 
Mittels SDS-PAGE (Abb. 23 A) konnte nun anhand dieser Proben überprüft werden, ob das 
GbsR-Protein erfolgreich in den E. coli Zellen überproduziert wurde. 
 
A        B 
   
 
 
 
 
 
 
Abbildung 23: SDS-PAGE der heterologen Überexpression und Reinigung des GbsR Proteins aus B. 
subtilis in E. coli. Die Abbildung (A) zeigt ein SDS-PAGE des Ganzellextraktes der Zellen aus der 
Überproduktion vor (1) und nach Induktion (2-7) der Expression des gbsR-Gens. Die Spuren 2-7 zeigen jeweils 
eine Probe aus den sechs Kulturen (B) Das 21 kDA-Protein GbsR konnte zu einer apparenten Homogenität 
gereinigt werden. In Spur 1 sind 1,5 µg des gereinigten GbsR-Proteins aufgetragen.  
 
 
 
Die Ernte der Zellen erfolgte eineinhalb bis zwei Stunden nach der Induktion des gbsR-Gens 
durch die Zugabe von Anhydrotetracyclin. Die geernteten Zellen wurden anschließend in 
einem Aufschlusspuffer (100mM Tris*HCl pH 7,5, 2,5 % Glycerin, 2 mM DTT, 0,4 mM 
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EDTA, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM Benzamidine) resuspendiert und mittels „French Press“ 
aufgeschlossen. Nach der Zentrifugation der lysierten Zellen in der Ultrazentrifuge (1 h, 4°C 
und 35000 rpm) erfolgte die Reinigung mittels einer mit 100 ml 100 mM Tris/HCl, 150 mM 
NaCl, pH 7,5 equilibrierten StrepTactin-Säule (IBA, Göttingen, D) (Säulenvolumen: 10 ml) 
(Voss & Skerra, 1997). Die erhaltenen Fraktionen wurden vereinigt, auf das Vorhandensein 
und die Reinheit des gereinigten GbsR-Proteins geprüft (Abb. 23 B) und anschließend über 
Nacht gegen 5 l 10 mM Tris-HCl, pH 7,0 dialysiert. Zum Schluss wurde das GbsR-Protein 
über Membranen mit einer Ausschlussgröße von 10 kDa (Vivaspin-columns, VivaScience 
Ltd., Stonehouse, UK) ankonzentriert. Mit dem so gereinigten GbsR-Protein wurden die 
DNA- und Cholinbindestudien durchgeführt. 
 
2.3 Versuch der Größenbestimmung von GbsR unter nativen Bedingungen 
 
Das gereinigte GbsR-Protein, sollte biochemisch näher charakterisiert werden. Ein wichtiger 
Punkt der Charakterisierung ist die Größenbestimmung von GbsR unter nativen Bedingungen. 
Um die relative molekulare Masse von GbsR über die Gel-Filtrationschromatographie zu 
bestimmen, wurde eine HiLoad Superdex75 (16/60) Säule verwendet. Dazu wurde ein 
Aliquot des gereinigten GbsR-Proteins auf die Säule aufgetragen, welche vorher mit 100 mM 
Tris*HCl, 150 mM NaCl (pH 7,5) Puffer equlibriert wurde. 
Zum Eichen der Säule wurden folgende Markerproteine nach Vorschrift von SIGMA (Gel 
Filtration Molecular Weight Markers) verwendet: Cytochrom C (12,5 kDa), Carbonsäure 
Anhydrase (29 kDa), Rinderserum Albumin (66 kDa)  und Alkohol Dehydrogenase (150 
kDa). Bisher konnten keine eindeutigen Aussagen über die Größe von GbsR gemacht werden, 
da das Protein fast immer auf der Säule aggregierte und als Aggregat ausgewaschen wurde. 
Auch ein Wechsel zu anderen Säulen und der Wechsel zu anderen Puffern brachten keinen 
Erfolg. 
Um eine Vorstellung über die relative molare Masse zu bekommen, wurden parallel Protein-
Gelelektrophoresen unter nativen Bedingungen durchgeführt. Benutzt wurden Ready-Gels (4-
20% Tris*HCl) von BioRad. Die Proteinproben wurden mit einem Probenpuffer (25 mM 
Tris/HCl pH 8,3; 192 mM Glycin 17,4% (w/v) Glycerin) auf eine Konzentration von ca. 1 µg 
eingestellt. Pro Spur wurden 10-20 µl aufgetragen. Als Elektrodenpuffer diente Tris/HCl-
Puffer (25 mM Tris/HCl pH 8,3 und 192 mM Glycin). Die elektrophoretische Auftrennung 
erfolgte bei einer Stromstärke von 5-10 mA für ca. 16 Stunden. Als Standard zur Bestimmung 
der Molekulargewichte der getrennten Protein wurde der „HMW-Native Protein Marker“ (GE 
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Healthcare) verwendet (66-669 kDa). Die Banden wurden anschließend mit der 
Silberfärbemethode nach Blum et al. (1987) detektiert (Abb. 24). 
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Abbildung 24: Größenbestimmung von GbsR mittels Nativ-Gelelektrophorese.  
In Spur 1 sind 5 µl des Protein Markers aufgetragen. Spur 2-4 beinhaltet jeweils 1 µg GbsR. 
 
Abbildung 24 lässt vermuten, dass es sich bei der relativen molaren Masse von GbsR um ein 
Dimer mit ca. 44 kDa handelt, es könnte aber auch ein Tetramer vermutet werden, da auch bei 
ca. 88 kDa eine schwache Bande zu sehen ist. Dieses Ergebnis ist somit nicht eindeutig. 
Aufgrund der Aggregation von GbsR gelang es in allen Wiederholungsversuchen nicht dieses 
Ergebnis zu reproduzieren. 
 
2.4 GbsR ist ein DNA-bindendes Protein 
 
2.4.1 GbsR bindet an das identifizierte, für die Regulation wichtige gbsAB-Fragment 
 
In 1.1.2.10 konnte durch gezielte Verkürzungen der gbsAB-Promotorregion ein 100 bp großes 
Fragment ermittelt werden, welches noch für die Regulation des gbsAB-Operons ausreicht. Es 
liegt somit die Vermutung nahe, dass sich auf diesem Fragment die mögliche Bindestelle für 
GbsR befindet. Um die Hypothese zu untersuchen, dass das Regulatorprotein GbsR wirklich 
DNA bindet, wurde ein sogenannter „Electrophoretic mobility shift assay“ (EMSA) 
durchgeführt. Dieser Test beruht darauf, dass GbsR an das 100 bp große DNA-Fragment 
bindet und somit seine elektrophoretischen Eigenschaften verändert. Zunächst wurde dieses 
100 bp große Fragment mittels PCR amplifiziert. Als Template diente chromosomale B. 
subtilis DNA des Stammes JH642. Um später die DNA detektieren zu können, wurden 
Primer, welche mit dem fluoreszierenden Farbstoff Cy5 markiert sind, für die PCR eingesetzt 
(Cy5gbsR-A5_s, Cy5gbsR-A6_as). In den Reaktionsansätzen wurden 250 ng Cy5-markiertes 
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+ GbsR
PCR-Produkt und 250 ng nicht markierte Competitor-DNA mit unterschiedlichen Mengen an 
gereinigtem GbsR-Protein in einem DNA-Bindepuffer (100mM TrisHCl pH 7,5; 150mM 
NaCl, 1mM Na2-EDTA, 5% Glycerin, 50 µg/ml BSA; Filée et al., 2001)  für 30 Minuten bei 
37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Proben auf ein TAE-Polyacrylamidgel aufgetragen 
(8% Acrylamid) und in 1 x TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt (70 V). Das Gel wurde 
dann auf einem Phosphorimager (Storm 860, Amersham Biosciences) gescannt (Red 
Fluorescence). Die DNA-Markerbande wurde vor dem Scannen vom Gel abgeschnitten und 
die DNA in einem Ethidiumbromidbad sichtbar gemacht (Abb. 25 B)  
Als Negativkontrollen dienten zum einen ein Reaktionsansatz ohne das GbsR Protein (Abb. 
25 B, Spur 3), ein ebenfalls 100 bp großes DNA-Fragment aus einer anderen Region des B. 
subtilis Chromosoms (Abb. 24B, Spur 1), welches anstelle des Fragmentes aus der gbsAB-
Promotorregion mit GbsR inkubiert wurde (Abb. 25 B, Spur2) und zum anderen ein 
Reaktionsansatz in dem das 100 bp Fragment aus der gbsAB-Promotorregion mit BSA 
inkubiert wurde (Abb. 25 B, Spur 7).  
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Abbildung 25: EMSA des 100 bp gbsAB regulatorischen Fragmentes.  
In A dargestellt ist das durch systematische Verkürzungen des gbsAB-Promotors identifiziertes 100 bp große für 
die Regulation wichtige Fragment, siehe Abb. 22 Dieses Fragment wurde mittels fluoreszenzmarkierter (Cy5) 
markierter Primer amplifiziert mit GbsR inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (B). Die Laufweite des 
gbsAB–Promotorfragmentes wurde mittels Fluoreszenzdetektion ermittelt. Als Marker wurde der 
O'RangeRuler™ 50 bp DNA Ladder von Fermentas verwendet. 1: 250 ng Kontroll-DNA yitM (100 bp) aus B. 
subtilis ohne GbsR; 2: 250 ng Kontroll-DNA yitM (100 bp) aus B. subtilis  inkubiert mit 1 µg GbsR als 
Negativkontrolle; 3: 250 ng gbsAB-Fragment (100 bp) ohne GbsR; 4: 250 ng gbsAB-Fragment (100 bp) inkubiert 
mit 40 ng GbsR; 5: 250 ng gbsAB-Fragment (100 bp) inkubiert mit 200 ng GbsR; 6: 250 ng gbsAB-Fragment 
(100 bp) inkubiert mit 1 µg GbsR; 7: 250 ng gbsAB-Fragment (100 bp) inkubiert mit  1 µg BSA als 
Negativkontrolle. 
 
 
Die Analyse des Gels ergab, dass nach der Inkubation mit gereinigtem, reinem GbsR das 
gbsAB-Promotorfragment nicht so weit in Richtung der Anode gewandert war, wie die 
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Kontrolle des Fragmentes ohne GbsR. Zu sehen ist auch, dass die geschiftete Bande mit 
Zunahme der Proteinkonzentration stärker wird. Alle anderen Kontrollen hingegen zeigten 
dieselbe Laufweite wie die Kontrolle ohne GbsR. Diese Beobachtungen besagen zum einen, 
dass es sich bei dem gereinigten GbsR um ein aktives Protein handelt, welches in der Lage ist 
DNA zu binden. Und zum anderen ist gezeigt worden, dass GbsR spezifisch die DNA der 
gbsAB-Promotorregion bindet, denn die Kontrollen mit einem anderen DNA-Fragment (yitM) 
zeigen keinen Shift und somit keine Bindung. Auch ist der Shift nicht durch das gbsAB-DNA-
Fragment verursacht, denn eine Kontrolle mit BSA liefert keine veränderte Laufweite. 
 
2.4.2 Eingrenzung der möglichen Bindestelle von GbsR 
 
Um eine mögliche Bindestelle für GbsR zu identifizieren, wurden ausgehend von dem 100 bp 
Fragment der gbsAB-Promotorregion weitere PCR Produkte amplifiziert (Abb. 26 A) und 
mittels EMSA analysiert. Er wurden ein 75 bp großes Fragment, welches die mögliche 
Bindebox und den gbsA-Promotor enthält (Abb. 26 B), und ein 50 bp großes Fragment, 
welches nur noch die mögliche Bindebox enthält, (Abb. 26 C) näher untersucht.  
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Abbildung 26: EMSA des 75 bp großen und 50 bp großen Fragmentes.  
In (A) dargestellt ist das durch systematische Verkürzungen des gbsAB-Promotors identifiziertes 100 bp große 
Fragment (siehe Abb. 22). Dieses Fragment wurde als Basis für weitere Verkürzungen genommen. Die beiden 
Fragmente 1 (75 bp) und 2 (50 bp) wurden mittels fluoreszenzmarkierter (Cy5) markierter Primer amplifiziert 
mit GbsR inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (B). Die Laufweite des gbsAB–Promotorfragmentes 
wurde mittels Fluoreszenzdetektion ermittelt. Als Marker wurde der O'RangeRuler™ 50 bp DNA Ladder von 
Fermentas verwendet. 1: 250 ng gbsAB-Fragment (75 bp) ohne GbsR;  2: 250 ng gbsAB-Fragment (75 bp) 
inkubiert mit 100 ng GbsR; 3: 250 ng gbsAB-Fragment (75 bp) inkubiert mit 200 ng GbsR; 4: 250 ng Kontroll-
DNA yitM (100 bp) aus B. subtilis ohne GbsR; 5: 250 ng Kontroll-DNA yitM (100 bp) aus B. subtilis  inkubiert 
100 bp
300 bp
250 bp
500 bp
200 bp
150 bp
1000 bp
400 bp
350 bp
50 bp
100 bp
300 bp
250 bp
500 bp
200 bp
150 bp
1000 bp
400 bp
350 bp
50 bp
IV. Ergebnisse 75 
mit 1 µg GbsR als Negativkontrolle; 6: 250 ng gbsAB-Fragment (75 bp) inkubiert mit  1 µg BSA als 
Negativkontrolle. (C). Die Laufweite des gbsAB–Promotorfragmentes wurde mittels Fluoreszenzdetektion 
ermittelt. Als Marker wurde der O'RangeRuler™ 50 bp DNA Ladder von Fermentas verwendet. 1: 250 ng 
gbsAB-Fragment (50 bp) ohne GbsR;  2: 250 ng gbsAB-Fragment (50 bp) inkubiert mit 100 ng GbsR; 3: 250 ng 
gbsAB-Fragment (50 bp) inkubiert mit 200 ng GbsR; 4: 250 ng Kontroll-DNA yitM (100 bp) aus B. subtilis ohne 
GbsR; 5: 250 ng Kontroll-DNA yitM (100 bp) aus B. subtilis  inkubiert mit 1 µg GbsR als Negativkontrolle; 6: 
250 ng gbsAB-Fragment (50 bp) inkubiert mit  1 µg BSA als Negativkontrolle. 
 
 
Die Auswertung der beiden Gele ergab, dass die beiden gbsAB-Promotorfragmente nach der 
Inkubation mit gereinigtem GbsR einen deutlichen Shift zeigten. Alle anderen Kontrollen 
hingegen zeigten dieselbe Laufweite wie die Kontrolle ohne GbsR. Somit ist gezeigt worden, 
dass GbsR immer noch an das 75 bp und das 50 bp Fragment binden kann. Alle bisherigen 
Daten demonstrieren, dass die mögliche Bindestelle für GbsR auf dem 50 bp großen 
Fragment liegt, da dieses das bisher kleinste noch shiftende Fragment darstellt. 
 
 
3. Einfluss von GbsR auf OpuB und OpuC 
 
3.1 GbsR vermittelt die Cholininduktion des OpuB-Aufnahmesystems 
 
Aus früheren Experimenten von G. Nau-Wagner geht hervor, dass gbsR an der Regulation der 
Cholinaufnahme durch den ABC-Transporter OpuB beteiligt ist (Nau-Wagner, 1999). Weiter 
konnte mittels Transportdaten gezeigt werden, dass die osmotische Induzierbarkeit des OpuB-
Transporters nicht von der Anwesenheit des gbsR-Gens abhängt (Nau-Wagner, 1999). In den 
folgenden Experimenten sollte die Regulation des OpuB-Systems näher untersucht werden. 
Dazu wurden die beiden B. subtilis Stämme GNB66, welcher eine opuB`-treA-Fusion trägt, 
und GNB68 verwendet. GNB68 trägt neben der opuB`-treA-Fusion noch einen Defekt in 
gbsR-Gen. Beide Stämme wurden bei 37°C und 220 rpm in SMM-Medium bis zu einer OD578 
von 0,25 gezogen. Anschließend wurden die Kulturen mit 0,4 M NaCl versetzt. Nach 90 
minütiger Inkubation wurden Proben entnommen und die TreA-Aktivität bestimmt (Abb. 27). 
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Abbildung 27: TreA-Aktivität der B. subtilis- Stämme GNB66 (■)und GNB68 (■) unter verschiedenen 
Bedingungen. Die Messung der TreA-Aktivität erfolgte 90 Minuten nach der Zugabe von 0,4 M NaCl . 
 
Die TreA-Aktivität des Stammes GNB66 in SMM-Medium beträgt 20 Units. Nach Zugabe 
von 0,4 M NaCl zum Wachstumsmedium erreicht der Stamm GNB66 eine TreA-Aktivität 
von 63 Units. Dieses Ergebniss zeigt, dass eine erhöhte Osmolarität die opuB-Expression 
induziert. Der Stamm GNB68, welcher eine Deletion im gbsR-Gen trägt, zeigt im Gegensatz 
zu GNB66 schon im SMM-Medium 10-fach höhere TreA-Aktivität (204 U). Durch die 
Zugabe von 0,4 M NaCl zum Wachstumsmedium erhöht sich die TreA-Aktivität weiter auf 
355 Units. All diese Ergebnisse zeigen, dass nach einem Ausschalten des gbsR-Gens das 
opuB-Operon in höheren Maße exprimiert wird, die Induktion durch Salz bzw. erhöhte 
Osmolarität bleibt jedoch bestehen.  
  
3.2 GbsR hat keinen Einfluss auf OpuC 
 
In vorhergehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass GbsR die Cholininduktion 
durch OpuB vermittelt. OpuB ist ein ABC-Tranporter in B. subtilis, welcher nur Cholin in die 
Zelle transportiert. OpuC hingegen transportiert eine Reihe von kompatiblen Soluten in die 
Zelle, unter anderem auch Cholin. Somit stellt sich die Frage, ob auch dieser ABC-
Transporter durch GbsR beeinflusst wird. Um diese Frage zu klären, wurden die beiden B. 
subtilis Stämme GNB67, welcher eine opuC`-treA-Fusion trägt, und GNB69 verwendet. 
GNB69 trägt neben der opuC`-treA-Fusion noch eine Deletion im gbsR-Gen. Beide Stämme 
wurden bei 37°C und 220 rpm in SMM-Medium bis zu einer OD578 von 0,25 gezogen, 
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anschließend erfolgte die Zugabe von 0,4 M NaCl. Nach 90 Minuten der Induktion wurden 
Proben entnommen und die TreA-Aktivität bestimmt (Abb. 28). 
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Abbildung 28: TreA-Aktivität der B. subtilis- Stämme GNB67 (■)und GNB69 (■) unter verschiedenen 
Bedingungen. Die Messung der TreA-Aktivität erfolgte 90 Minuten nach der Zugabe von  0,4 M NaCl. 
 
 
Die TreA-Aktivität des Stammes GNB67 in SMM-Medium beträgt 32 Units. Nach Zugabe 
von 0,4 M NaCl zum Wachstumsmedium erreicht der Stamm GNB67 eine TreA-Aktivität 
von 66 Units. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine erhöhte Osmolarität die opuC-Expression 
induzieren kann. Der Stamm GNB69, welcher eine Deletion im gbsR-Gen trägt, zeigt bei 
beiden Bedingungen keinen Unterschied in den TreA-Aktivitäten zu Stamm GNB67. All 
diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass die opuC-Expression durch erhöhte Osmolarität 
induziert wird und zum anderen, dass ein Ausschalten des gbsR-Gens keinen Einfluss auf die 
opuC-Expression hat. 
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3.3 Bestimmung der mRNA-Startpunkte des opuB-Transkriptes 
 
Zur Bestimmung des Promotors von opuB wurde der Transkriptionsstartpunkt durch Primer-
Extension-Analyse kartiert. Dazu wurden die B. subtilis-Zellen des Stammes DHB8 in SMM 
bis zu einer OD578 von 0,25 gezogen. Anschließend erfolgte die Zugabe von 0,4 M NaCl zu 
den Kulturen. Nach 90 Minuten wurden die Zellen geerntet und die Gesamt-RNA daraus 
isoliert. Diese diente als Matrize in der Primer Extension Reaktion. Als Primer wurde ein mit 
dem Fluoreszenzfarbstoff IRD800 markiertes, opuB-spezifisches Oligonukleotid (PE-
opuBA1) benutzt. Die mRNA wurde mit reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. 
Unter Verwendung desselben Oligonukleotides (PE-opuBA1) wurde eine Sequenzreaktion 
mit dem Plasmid pDH5 als Matrize durchgeführt, welches die yuaV-opuBA-Genregion 
enthält. Diese Sequenzierungsreaktion wurde als Größenstandard neben den Produkten der 
reversen Transkription in einem Sequenzgel aufgetrennt und mit Hilfe eines Licor DNA-
Sequenzer analysiert (Abb. 29). 
Vor dem identifizierten Startpunkt des opuB-Transkriptes befindet sich in der bestimmten 
Sequenz jeweils eine potentielle -10 und -35 Region mit 17 bp Abstand zueinander. Dieses 
Ergebnis stimmt mit früheren Versuchen zur Bestimmung der des mRNA-Startpunktes 
überein (Kappes et al., 1999). 
 
A 
CAATGCGGGTAAATCAGCGTTTACACATACTTTATAAATAATATGAACAA
ATTGTAAACTTTTTATTTTATAAACTTTATTCTATAATGGGAAGCATTCA
ATTGTCTGAAAAATTAAATTTAAACTGAACAAATTGAATAAACTTAATTT
TGGAGGTGCGATGTTTGCCTGACCATTAGAAAATGTCTCGAAAACATCAA
-35 -1017
OpuBA
LM LT NE K KS T YV
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143 214150 160 170 180 190 200(143)
ATATGTTAGATTAAGGTTGTTAAAAACATTAAATTTTTATTTAACAAACTTTATTTACGTCAAGGAGGCTTAPromotorbereich gbsA(126)
ATACTTTATAAATAATATGAACAAATTGTAAACTTTTTATTTTATAAACTTTATTCTATAATGGGAAGCATTPromotorbereich opuB(137)
ATA  TTA A   A   TG   AAA   T AA TTTTTATTT A AAACTTTATT        GGA GC T Consensus(143)
B          A C G T 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 29: Primer Extension-Analyse der opuB-Promotorregion. 
(A) Nukleotidsequenz der opuB-Promotorregion aus B. subtilis. Die Initiationsstelle der Transkription ist durch 
einen Pfeil gekennzeichnet. Die -10 und -35 Region des Promotors sind mit einem Rahmen um die jeweiligen 
Nukleotide markiert (B) Identifikation des transkriptionellen Startpunktes des opuB-Operons von B. subtilis und 
Analyse des potentiellen Promotors. B. subtilis wurde in Minimalmedium bei 37 °C kultiviert, bis die Kultur 
eine OD578 von 0,25 erreichte. Dann erfolgte die Zugabe von 0,4 M NaCl. Nach 90 min wurden die Zellen 
geerntet. Jeweils 20µg der isolierten Gesamt-RNA wurden mit einem opuB-spezifischen DNA-Primer von einer 
reversen Transkriptase in cDNA transkribiert. Dieses Reaktionsprodukt wurde neben einer DNA-
Sequenzierungsreaktion die mit denselben Oligonukleotiden erhalten wurde, in einem Sequenziergel aufgetrennt. 
 
 
 
4. Identifizierung einer möglichen Bindebox für GbsR 
 
Durch die bisherigen Ergebnisse wurde ermittelt, dass GbsR sowohl an der Regulation der 
Glycin Betain Synthese, als auch an der Vermittlung des Transportes von Cholin durch OpuB 
beteiligt ist. Demnach muss sowohl im gbsAB-Promotorbereich als auch im opuB-
Promotorbereich eine Bindestelle für GbsR vorhanden sein, da GbsR keinen Einfluß auf 
OpuC hat, sollte diese mögliche Bindestelle im opuC-Promotorbereich fehlen. Um dies zu 
untersuchen wurden Sequenzen aller drei Promotorbereiche analysiert (Abb. 28A und B). 
 
A 
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158 229170 180 190 200 210(158)
TATGTTAGATTAAGGTTGTTAAAAACATTAAATTTTTATTTAACAAACTTTATTTACGTCAAGGAGGCTTATPromotorbereich gbsA(127)
TACTTTATAAATAATATGAACAAATTGTAAACTTTTTATTTTATAAACTTTATTCTATAATGGGAAGCATTCPromotorbereich opuB(138)
TAAATAACATATAATTTCAACACATTGTAAACTTTTTATTTTACAAAGTTCAAACTATAATA--AGGATTATPromotorbereich opuC(152)
TA  TTA ATATAATTTGAACAAATTGTAAACTTTTTATTTTACAAACTTTATTCTATAATAGGAGGCTTATConsensus(158)
B 
 
 
 
 
Abbildung 30: Ausschnitt aus den Alignments der Promotorregionen gbsA, opuB und opuC. In (A) ist ein 
Ausschnitt des Alignments der gbsA-und opuB-Promotorredion dargestellt. Abbildung (B) zeigt einen Ausschnitt 
des Sequenzvergleiches aller drei Promotorregionen. 
 
Wie Abbildung 30 A zu entnehmen ist, wurden in der Region hinter dem gbsA-Promotor und 
in der opuB-Promotorregion übereinstimmende Sequenzbereiche gefunden, aus denen sich ein 
Inverted Repeat ableiten lässt (Abb. 31). Das Alignment aller drei intergenen Bereiche 
hingegen zeigt, dass dieses gefundene Muster in der opuC-Promotorregion nicht zu finden ist. 
Aufgrund dieser Tatsache könnte es sich hier um die mögliche Bindestelle des GbsR-Proteins 
handeln. 
 
TTATTT TTTATT
opuB
opuC
TTTTTATTTTATAAACTTTATT CTATAATG
TTTTTATTTAACAAACTTTATTTACGTCAA gbsA
-35
-35
TTTTTATTTTACAAAGTTCAAACTATAATA
-10
-10
 
Abbildung 31: Das mögliche Bindemotiv des GbsR-Regulators. 
 
 
4.1 EMSA der identifizierten möglichen Bindebox von GbsR 
 
Um zu klären, ob es sich bei dem durch Alignments identifizierten Sequenzabschnitt um die 
mögliche Bindestelle für GbsR handelt, wurden EMSA-Tests durchgeführt. Zunächst wurden 
50 bp große Fragmente, welche die mögliche Bindestelle enthielten, aus der gbsAB-
Intergenregion und der opuB-Promotorregion mittels PCR amplifiziert. Auch die 50 bp große, 
ermittelte Region aus dem Promotorbereich von opuC, welche dieses Motiv nicht aufweist, 
wurde mittels PCR amplifiziert. Als Template diente chromosomale B. subtilis DNA des 
Stammes JH642. Um später die DNA detektieren zu können, wurden Primer, welche mit dem 
fluoreszierenden Farbstoff Cy5 markiert sind, für die PCR eingesetzt (siehe Tabelle 8). In den 
Reaktionsansätzen wurden 250 ng Cy5-markiertes PCR-Produkt und 250 ng nicht markierte 
Competitor-DNA mit unterschiedlichen Mengen an gereinigtem GbsR-Protein in einem 
DNA-Bindepuffer (100mM TrisHCl pH 7,5; 150mM NaCl, 1mM Na2-EDTA, 5% Glycerin, 
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+ GbsR
50 µg/ml BSA (Filée et al., 2001)) für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 
die Proben auf ein TAE-Polyacrylamidgel aufgetragen (8% Acrylamid) und in 1 x TAE-
Puffer elektrophoretisch aufgetrennt (70 V). Das Gel wurde dann auf einem Phosphorimager 
(Storm 860, Amersham Biosciences) gescannt (Red Fluorescence). Die DNA-Markerbande 
wurde vor dem Scannen abgeschnitten und die DNA in einem Ethidiumbromidbad sichtbar 
gemacht (Abb. 32)  
Als Negativkontrollen dienten wie in 2.4.1 zum einen ein Reaktionsansatz ohne das Protein 
GbsR, ein 100 bp großes DNA-Fragment aus einer anderen Region des B. subtilis 
Chromosoms (yitM), welches anstelle des Fragmentes aus der gbsAB-Promotorregion mit 
GbsR inkubiert wurde und zum anderen ein Reaktionsansatz, in dem das 50 bp große 
Fragment aus der gbsAB-Promotorregion mit BSA inkubiert wurde.  
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Abbildung 32: EMSA der möglichen Bindebox von GbsR. 
In A1, B1, C1 dargestellt ist ein Teil der Promotoregion von gbsAB (A), von opuB (B) und von opuC (C). Blau 
hinterlegt ist jeweils das PCR-Fragment, welches mittels fluoreszenzmarkierter (Cy5) markierter Primer 
amplifiziert und für den EMSA eingesetzt wurde. Gelb markiert ist das Bindemotiv. Diese 50 bp großen 
Fragmente wurden mit GbsR inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (A2, B2, C2). Die Laufweite der 
Promotorfragmente wurden mittels Fluoreszenzdetektion ermittelt. Als Marker wurde der O'RangeRuler™ 50 bp 
DNA Ladder von Fermentas verwendet. 1: 250 ng PCR-Fragment (50 bp) ohne GbsR;  2: 250 ng PCR-Fragment 
(50 bp) inkubiert mit 50 ng GbsR; 3: 250 ng PCR-Fragment (50 bp) inkubiert mit 75 ng GbsR; 4: 250 ng PCR-
Fragment (50 bp) inkubiert mit 100 ng GbsR; 5: 250 ng PCR-Fragment (50 bp) inkubiert mit 150 ng GbsR;  6: 
250 ng Kontroll-DNA yitM (100 bp) aus B. subtilis ohne GbsR; 7: 250 ng Kontroll-DNA yitM (100 bp) aus B. 
subtilis  inkubiert mit 100 ng GbsR als Negativkontrolle; 8: 250 ng PCR-Fragment (50 bp) inkubiert mit  100 ng 
BSA als Negativkontrolle.  
 
 
Die Analyse der Gele ergab, dass nach der Inkubation mit gereinigtem GbsR sowohl das 
gbsAB-Intergenfragment, als auch das opuB-Promotorfragment eine andere Laufweite als die 
Kontrollen der Fragmente ohne GbsR zeigten. Zu sehen ist auch, dass die „geshiftete“ Bande 
mit Zunahme der Proteinkonzentration stärker wird. Alle anderen Kontrollen hingegen 
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zeigten dieselbe Laufweite wie die Kontrolle ohne GbsR. Die Auswertung des EMSA mit 
dem opuC-Promotorfragment hingegen, zeigt keine veränderten elektrophoretischen 
Eigenschaften. Es ist kein deutlicher Shift erkennbar. Diese Beobachtungen besagen zum 
einen, dass GbsR spezifisch die DNA der gbsAB-Intergenregion und die DNA der opuB-
Promotorregion bindet, denn die Kontrollen mit einem anderen DNA-Fragment zeigen keinen 
Shift und somit keine Bindung (Abb. 32 A2, B2, C2 Spur 7). Auch ist der Shift wird wie 
schon zuvor nicht durch das PCR-Fragment verursacht, denn eine Kontrolle mit BSA liefert 
keine veränderte Laufweite. Zum anderen kann gesagt werden, dass GbsR nicht an die opuC-
Promotorregion bindet. Dies ist in Übereinstimmung mit den zuvor schon gezeigten 
genetischen Daten. 
 
 
5. GbsR bindet Cholin 
 
Dass Cholin als Induktor für die Expression des gbsAB-Operons dient, konnte bereits 
genetisch gezeigt werden, auch dass die Cholininduktion durch GbsR vermittelt wird, wurde 
klar etabliert. Interessant ist nun die Frage wie Cholin und GbsR zusammenwirken, d.h. wird 
Cholin von dem Repressor GbsR gebunden. Um diese Frage zu klären, wurden Bindestudien 
mit Hilfe eines fluoreszenzspektroskopischen Assays durchgeführt. Dazu wurde das 
gereinigte Protein mit Cholin inkubiert und anschließend bei einer Anregungswellenlänge von 
280 nm vermessen. Es wurde ein Emissionsspektrum von 290 nm bis 400 nm aufgenommen. 
Abb. 33 A zeigt das aufgenommene Fluoreszenzspektrum für GbsR ohne Substrat und mit 1 
mM Cholin, einer Substratkonzentration bei der ein deutlicher Einfluß des Cholins auf GbsR 
zu erwarten ist. Deutlich ist eine Änderung in der Fluoreszenzintensität zu erkennen. Die 
Messung wurde bei einer Proteinkonzentration von 5 µM GbsR durchgeführt. Die Änderung 
der Fluoreszenzintensität ist abhängig von der Substratkonzentration. Für Cholin erfolgte die 
Berechnung der Bindungsaffinität über die Abnahme des Intensitätsmaximums in 
Abhängigkeit von der Cholin-Konzentration. Die Auftragung der Intensitätsabnahme gegen 
die Ligandenkonzentration zeigt eine Sättigungskurve, die den von Michaelis-Menten 
aufgestellten Gesetzmäßigkeiten folgt: 
 
F = F0 + (∆F * [S0]/([S0] + KD))  
 
 F     = theoretische Fluoreszenzintensität für eingesetzte Substratkonzentration 
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 F0    =  gemessene Fluoreszenzintensität ohne Substrat 
 ∆F   =  maximale Änderung der Fluoreszenzintensität 
 S0      =   bei dieser Messung eingesetzte Substratkonzentration  
KD  =  Bindungskonstante, Maß für die Affinität eines Proteins zu seinem Substrat; 
gibt an, bei welcher Substratkonzentration das Protein halbmaximal mit 
Substrat abgesättigt ist 
 
Die Berechnung der KD für Cholin erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 4 (GraphPad 
Software, Inc., San Diego CA, USA). Bei der Berechnung der KD wurde der Hill-Koeffizient 
mit einbezogen. Für Cholin beträgt die ermittelte Bindungsaffinität (KD) 165 µM ± 15 µM. 
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Abbildung 33: Gezeigt sind die Floureszenzspektren ohne und mit den jeweiligen Substraten (A) Cholin, 
(C) Glycin Betain, sowie die Sättigungskurve, die sich bei der Auftragung der Intensitätsänderungen von GbsR, 
in Abhängigkeit von Cholin, gegen die Substratkonzentration ergibt (B). Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei 
unabhängigen Messungen mit Standardabweichung. 
 
 
Die kritische Frage, ob in dem fluoreszenzspektroskopischen Assay tatsächlich eine Bindung 
des Induktors durch das GbsR-Protein gemessen wurde oder ein unspezifischer Effekt, 
abhängig von der Erhöhung der Teilchenkonzentration in der Proteinlösung, ließ sich mit 
einer Messung beantworten, in der Ectoin als Ligand eingesetzt wurde, denn Ectoin hat 
keinen Einfluss auf die gbsAB-Expression (siehe IV.1.2.2.6). Es ergab sich keine 
Intensitätsänderungen (Daten nicht gezeigt). Somit ist gezeigt worden, dass mit dieser 
fluoreszenzspektroskopischen Methode tatsächlich eine spezifische Bindung von Cholin an 
das GbsR-Protein gemessen wurde. 
In IV.1.1.2.8 wurde gezeigt, dass Glycin Betain einen reprimirenden Effekt auf die gbsAB-
Expression ausübt, welcher durch GbsR vermittelt wird. Somit wurde auch GbsR mit Glycin 
Betain inkubiert und anschließend bei einer Anregungswellenlänge von 280 nm vermessen. 
Es wurde ein Emissionsspektrum von 290 nm bis 400 nm aufgenommen. Abb. 33 C zeigt das 
aufgenommene Fluoreszenzspektrum für GbsR ohne Substrat und mit 1 mM Glycin Betain. 
Glycin Betain bewirkt keine Änderung der Fluoreszenzintensität von GbsR. Laut den 
fluoreszenzspektroskopischen Daten wird Glycin Betain demnach nicht durch das den 
Repressor GbsR gebunden.  
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6. Bioinformatische Charakterisierung von GbsR 
 
6.1 In silico-Analyse von GbsR 
 
Das gbsR-Gen umfasst 540 bp, das kodierte Protein GbsR hat eine Länge von 180 
Aminosäuren und damit eine berechnete Molmasse von 20924.6 g/mol (ca. 21 kDa). Der 
Isoelektrische Punkt liegt laut Berechnung bei einem pH-Wert von 4,62 
(http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/). 
Eine Hydrophobizitätsanalyse (siehe Abb. 34) nach Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle, 
1982) (http://gcat.davidson.edu/rakarnik/kd.cgi) ergab, dass es sich bei GbsR um ein 
hydrophiles Protein handelt, welches sich im Cytoplasma befindet. Weitere Strukturanalysen 
mit dem MRLC Programm (Guermeur et al., 1999) (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_mlrc.html) zeigen vor allem ausgeprägte 
alphahelikale Bereiche in GbsR (ca. 72 %). Es existieren nur sehr wenige Bereiche, in denen 
ß-Faltblattstrukturen ausgebildet werden können (ca. 8 %) (Abb. 35). Alphahelices sind an der 
Interaktion von DNA-bindenden Proteinen mit der DNA beteiligt. 
 
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
          
    
Abbildung 34: Hydrophobizitätsanalyse von GbsR nach Kyte und Doolittle.   
Die statistischen Daten der Abfrage lauten: Window Size = 9, Start Position = 1, End Position = 180, Query 
Length = 180, Effective Length = 172. Es ist zu sehen, dass sich bei dem GbsR-Hydrophobizitätsblot kein Peak 
oberhalb der roten Linie befindet. Dies bedeutet, dass keine transmembrane Regionen vorhanden sind. Bei GbsR 
handelt es sich demnach um ein cytoplasmatisches Protein. 
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Abbildung 35: Dargestellt ist die Vorhersage der Sekundärstruktur von GbsR. Es ist deutlich zu sehen, 
dass die alphahelikalen Bereiche einen großen Teil des Proteins ausmachen (ca. 72 %). Es sind nur wenige 
Bereiche vorhanden, in denen ß-Faltblattstrukturen ausgebildet werden können (ca. 8 %). 
 
 
 
 
In 2.4.1 wurde gezeigt, dass es sich bei GbsR um ein DNA-bindendes Protein handelt. Nun 
wurde die Sequenz des Proteins näher betrachtet. Mit dem Analyseprogramm von Dodd und 
Egan (Dodd & Egan, 1990) (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_hth.html) konnte ein mögliches Helix-Turn-Helix-
Motiv an Position 47 (Abb. 36) ermittelt werden. 
 
            
            
             
Abbildung 36: GbsR mit möglichem HTH-Motiv. Gezeigt ist die Aminosäuresequenz von GbsR mit dem 
möglichen Helix-Turn-Helix-Motiv an Position 47-68. Das mögliche HTH-Motiv ist rot gekennzeichnet. 
 
Es wurden nun auch für GbsR-Typ Proteine aus einigen Bacilli und Staphylococcen eine 
HTH-Motiv-Analyse durchgeführt. Für diese konnte ebenfalls ein mögliches HTH-Motiv 
ermittelt werden. Betrachtet man diese Region genauer, so fällt auf, dass diese in den Bacilli 
und Staphylococcen sehr konserviert ist (siehe Alignment Abb. 38). Abbildung 37 zeigt ein 
Alignment der möglichen HTH-Motive aus den Bacilli und Staphylococcen. 
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            H    -    T   -    H 
 
Abbildung 37: Alignment der möglichen Helix-Turn-Helix-Motive.  
Dargestellt sind die möglichen HTH-Motive aus den Proteinsequenzen von GbsR und von GbsR-homologer 
Proteinen. Die Sequenzen stammen aus verschiedenen Bacilli und Staphylococcen. Für Staphylococcus aureus 
sind nur einige Vertreter dargestellt. Gelb unterlegt sind die identischen Aminosäuren, blau unterlegt die 
konservierten Aminosäuren und grün die ähnlichen Aminosäuren. 
 
 
6.2 Datenbankanalyse zur Verbreitung und Organisation des GbsR 
Regulatorproteins anhand eines Sequenzvergleiches mit GbsR aus Bacillus 
subtilis 
 
Datenbankanalysen (NCBI-Datenbank) mit der Aminosäuresequenz des GbsR Proteins mit dem 
BLAST-Algorythmus nach Altschul (Altschul et al., 1997) zeigten eine Verbreitung der GbsR 
ähnlichen Proteine innerhalb der Bacteria, genauer in der Ordnung Bacillales. Das heißt 
GbsR ist nur in einigen Bacillen und Staphylococcen zu finden (Abb. 38).  
Weitere Analysen der Nachbarschaft-Regionen zeigten, dass sich die GbsR-ähnlichen 
Proteine in drei Gruppen einteilen lassen. Gruppe 1 beinhaltet all die Proteine, die sich als 
Regulatorgen in der Nähe der Glycin Betain Synthesegene befinden. Zu dieser Gruppe zählen 
GbsR-ähnliche Proteine aus den Bacillen und Staphylococcen. Die Staphylococcen zeigen in 
ihrer Genanordnung jedoch eine Besonderheit, dort liegt das GbsR-ähnliche Protein zwischen 
den Glycin Betain Synthesegenen und dem Gen für einen Cholin-Transporter. In Gruppe 2 
handelt es sich um GbsR-ähnliche Proteine, die sich neben den Genen für einen vermuteten 
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Transporter für kompatible Solute befinden (z.B. OpuA, OpuB und OpuC). Gruppe 3 
beinhaltet GbsR-ähnliche Proteine, die weder in der Nähe von Glycin Betain Synthesegenen 
noch in der Nähe eines Transporters für kompatible Solute lokalisiert sind. Zu dieser Gruppe 
zählt unter anderem das Mj223-Protein aus M. jannaschii. Abbildung 39 zeigt je Beispiele für 
die Gruppen. 
Laut den Datenbankanalysen konnte GbsR als Regulatorprotein keiner bekannten Familie 
zugeordnet werden. Allerdings weist das GbsR-Protein eine Zuordnung zu der COG1510, 
einem Cluster der orthologen Gruppe 1015, auf, welche das Protein als transkriptionellen 
Regulator identifiziert. 
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Abbildung 38: Sequenzvergleiche GbsR-homologer Proteine. 
Dargestellt sind die Proteinsequenzen GbsR-homologer Proteine. Die Sequenzen stammen aus verschiedenen 
Bacilli und Spaphylococcen. Für Staphylococcus aureus sind nur einige Vertreter dargestellt. Gelb unterlegt sind 
die identischen Aminosäuren, blau unterlegt die konservierten Aminosäuren und grün die ähnlichen 
Aminosäuren. 
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Abbildung 39: Dargestellt sind die Nachbarregionen von GbsR und GbsR-ähnlichen Proteine.  
Das Strukturgen gbsR ist rot dargestellt, die Organisation der direkten Gen-Nachbarschaft farbig aufgeführt. 
Schwach gelb markierte Gene besitzen keine COG- (= selbe orthologe Gruppe) Zuweisung. 
A zeigt Proteine der Gruppe 1, in B sind Proteine der Gruppe 2 dargestellt und C beinhaltet Proteine der Gruppe 
3. Das GbsR Protein bzw. die GbsR-ähnlichen Proteine sind zusätzlich durch einen Pfeil gekennzeichnet. Rechts 
sind jeweils die benachbarten Gene aufgelistet. Dabei steht gbsAB bzw. betAB für die Glycin Betain 
Synthesegene, opuA-C für die jeweiligen Transportsyteme, cudT für einen Cholintransporter und betT für einen 
GB-Transporter. 
 
 
Bei einem durchgeführten Alignment der GbsR Aminosäuresequenz von B. subtilis mit acht 
verwandten Bacillus-Stämmen konnte eine hohe Sequenzähnlichkeit festgestellt werden (s. 
Abb. 36). Fünf der Stämme weisen eine Sequenzidentität von über 75 % (B. 
amyloliquefaciens (FZB42): 87 %; B. licheniformis (ATCC 14580; DSM 13): 78 %; B. 
pumilus (ATCC 7061; SAFR-032): 77 %) zu der B. subtilis GbsR-Aminosäuresequenz auf. 
Bei B. cereus (subsp. Cytotoxis NVH 391-98) beträgt die Sequenzübereinstimmung 60 %, bei 
B. selenitireducens (MLS10) 59 % und bei Halobacillus dabanensis 56 %. Bei den folgenden 
Staphylococcen liegt die Sequenzidendität immerhin noch zwischen 57 % und 53 %. 
Darüberhinaus wurde für das Gen gbsR ein Neighbourhood-Alignment (http://imgweb.jgi 
psf.org/cgi-bin/w/main.cgi) durchgeführt. Diese Methode soll Aufschluss darüber geben, wie 
die direkte Gennachbarschaft von gbsR organisiert ist. Wie bereits erwähnt, ist aus dem 
Neighbourhood-Alignment zu erkennen, dass sich die GbsR-ähnlichen Proteine in drei 
Gruppen einteilen lassen. Das gesamte Neighbourhood-Alignment ist im Anhang D zu sehen. 
  
 
6.3 Analyse von GbsR mit Hilfe von Mj223 aus M. jannaschii 
 
Datenbankanalysen mit der Aminosäuresequenz des GbsR Proteins mit dem BLAST-
Algorythmus nach Altschul (Altschul et al., 1997) zeigten weiter eine Sequenzidendität von 
34 % zu einem Protein aus Methanococcus jannaschii DSM 2661 (Abb. 40). Für dieses 
Protein liegt eine Röntgenstruktur vor (Abb. 42 A). Für weitere Charakterisierungen von 
GbsR wurde diese Struktur zur Hilfe genommen. 
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Abbildung 40: Alignment des GbsR-Proteins mit dem GbsR-homologen Protein aus M. jannaschii. 
Dargestellt sind die Proteinsequenzen von GbsR und von dem GbsR-homologen Protein aus M. janaschii. Die 
Sequenzenidendität beträgt 34 %. Gelb unterlegt sind die identischen Aminosäuren und grün die ähnlichen 
Aminosäuren. 
 
 
Das Mj223-Protein aus M. jannaschii umfasst 152 bp und besitzt damit eine berechnete 
Molmasse von 17607.64 g/ mol (ca. 18 kDa). Strukturanalysen mit dem MRLC Progrann 
(Guermeur et al., 1999) (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_mlrc.html) zeigen wie im GbsR-Protein vor allem 
ausgeprägte alphahelikale Bereiche (ca. 68 %). Es existieren ebenfalls wie in GbsR nur sehr 
wenige Bereiche, in denen ß-Faltblattstrukturen ausgebildet werden können (ca. 9 %) (Abb. 
41).  
 
 
Abbildung 41: Sekundär-Strukturanalyse von Mj223 aus M. jannaschii. 
Die alphahelikalen Bereiche, nehmen mit ca. 68 % einen großen Teil der Struktur ein. Es sind nur ca. 9 % ß-
Faltblattstrukturen enthalten.  
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Mit Hilfe der Kristallstruktur von Mj223 (Accession number: NP_248571) aus M. jannaschii 
konnte über die Internetseite http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html ein Modell 
von GbsR entwickelt werden, dass die mögliche Struktur des GbsR-Proteins aus B. subtilis 
zeigt. Bei dem Mj223-Protein aus M. jannaschii handelt es sich um ein Homdimer mit einem 
Helix-Turn-Helix-Motiv am N-Terminus des Proteins. Es gehört in die Klasse der winged 
Helix-Proteine. Abbildung 42 A zeigt die Kristallstruktur dieses Proteins. In Abbildung 42 B 
Sind die einzelnen Monomere durch farbliche Kennzeichnung voneinander unterschieden. 
Abbildung 42 C zeigt durch farbliche Abgrenzung die DNA-Bindedomänen. Mit Hilfe eines 
Programms Swiss-Model konnte die in Abbildung 42 D gezeigte Struktur eines GbsR-
Monomers modelliert werden. Abbildung 42 E zeigt das Mj223-Homodimer überlagert mit 
einem GbsR-Monomer. Zu sehen ist, dass sich die beiden Proteine sehr ähnlich sind.  
In Abbildung 42 F ist das gemodelte Monomer des GbsR-Proteins zu sehen. Die beiden 
Tryptophane des Proteins, welche zur Messung der Cholin-Bindung beisteuerten sind 
herausgestellt. 
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Abbildung 42: Kristallstruktur von Mj223 und das Modell von GbsR. 
In A, B, C ist die Kristallstruktur des Mj223-Proteins als Homodimer dargestellt. B zeigt durch die Farben rot 
und grün die einzelnen Monomere des Proteins. In C sind die DNA-Bindedomänen der einzelnen Monomera 
farblich unterschieden (gelb und grün). D zeigt das entwickelte Modell für ein GbsR-Monomer. In Abbildung E 
ist das Monomer des entwickelten Modells für GbsR über die Struktur von Mj223 gelegt worden, um 
Ähnlichkeiten festzustellen. Abbildung F zeigt ein GbsR-Monomer,  bei dem die beiden Tryptophane, welche 
für die Messung der Cholinbindung verantwortlich sind, hervorgehoben wurden. 
 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es sich bei dem postulierten Helix-Turn-Helix-Motiv 
in GbsR aus B. subtilis tatsächlich um ein DNA-Bindemotiv handelt, da sich dieses ebenfalls 
wie in Mj223 aus M jannaschii am N-Terminus befindet und somit Teil der DNA-
Bindedomäne ist.  
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V. Diskussion 
 
Die Wasserverfügbarkeit eines Habitats ist für Mikroorganismen eines der wichtigsten 
Parameter für Wachstum und Vermehrung und somit für das Überleben in ihrem speziellen 
Lebensraum. Da sie oft Schwankungen unterliegen und die Mikroorganismen keine 
Möglichkeit haben, Wasser aktiv über die Zellmembran aus der Zelle heraus oder in die Zelle 
hinein zu transportieren, ist eine aktive Anpassungsfähigkeit der Mikroorganismen an 
schwankende Osmolaritäten essentiell. Zur Tolerierung von hyperosmotischer Bedingungen 
erfolgt eine Akkumulation von kompatiblen Soluten, eine Gruppe kleiner organischer 
Moleküle, die osmotisch aktiv sind und auch in molaren Konzentrationen keine negativen 
Einflüsse auf zelluläre Komponenten und den Zellstoffwechsel haben. Diese Anhäufung 
erfolgt präferentiell durch die Aufnahme vorgefertigter kompatibler Solute oder deren 
Vorläufer aus der Umgebung. Sind im umgebenden Medium keine solche Substanzen 
vorhanden, so greift die Zelle auf Akkumulation endogen de novo synthetisierter, kompatibler 
Solute zurück (Kempf & Bremer, 1998; Bremer & Krämer, 2000; Holtmann et al., 2004). Die 
Akkumulation kompatibler Solute als osmotische Stressantwort ist nicht nur bei Bakterien, 
sondern in allen Domänen des Lebens verbreitet (Roberts, 2005; Burg & Ferraris, 2008). 
In dieser Arbeit wurde die Adaptation an hyperosmotische Bedingungen in dem Gram-
positiven Bodenorganismus Bacillus subtilis untersucht. B. subtilis ist in der Lage, ein breites 
Spektrum an kompatiblen Soluten aus dem Boden aufzunehmen, während er nur Prolin de 
novo synthetisieren kann (Bremer, 2002). Allerdings ist B. subtilis in der Lage aus der 
Vorstufe Cholin, das er aus dem Boden aufnehmen kann, über eine zweistufige 
Oxidationsreaktion das kompatiblen Solut Glycin Betain zu synthetisieren (Boch et al., 1996). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl die Regulation der Glycin Betain Synthese als auch 
die Regulation der Aufnahme von Cholin durch den GbsR Repressor, ein intrazellulärer 
Cholinsensor, genetisch und molekular näher untersucht.  
 
1. Die Regulation der Glycin Betain Synthese 
 
Glycin Betain wird häufig als Osmoprotektivum in Bakterien, Pflanzen, Tieren und auch 
menschlichen Zellen genutzt (Csonka & Epstein, 1996; Kempf & Krämer, 1998; McNeil et 
al., 1999; Burg & Ferraris, 2008). Einige Mikroorganismen, wie halophile und halotolerante 
phototrophe Cyanobakterien (Reed et al., 1986; Sibley & Yopp, 1987) und halophile Archaea 
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(Lai et al., 1999; Nyyssola et al., 2000) sind in der Lage Glycin Betain bei Salzstress de novo 
zu synthetisieren. Dabei wird die Aminosäure Glycin in einer dreistufigen 
Methylierungsreaktion zu Glycin Betain umgewandelt. Als Zwischenprodukte erhält man 
Sarcosin und Dimethylglycin (Nyyssola et al., 2000). S-Adenosyl-Methionin fungiert dabei 
als Methyl-Gruppen-Donor (Galinski & Trüper, 1994). Es werden für die Regeneration einer 
aktiven Methylgruppe des S-Adenosyl-Methionins zwölf ATP Äquivalente verbraucht 
(Atkinson, 1977), d.h. für die Neusynthese von Glycin Betain werden insgesamt 36 Moleküle 
ATP verbraucht. Da der energetische Aufwand dieser Glycin Betain Synthese sehr hoch ist, 
ist diese de novo Synthese unter den heterotrophen Bakterien wenig verbreitet. Der am 
häufigsten verwendetet Biosyntheseweg von Glycin Betain in Prokaryoten und Eukaryoten, 
ist die weniger energieaufwendige enzymatische Oxidation von Cholin zu Glycin Betain. B. 
subtilis gehört in diese zuletzt genannte Gruppe von Glycin Betain Produzierer. Mit einem 
Energieaufwand von nur zwei ATP für den Transport von Cholin in die Zelle, ist dieser in der 
Lage Glycin Betain zu synthetisieren. Dieser Biosyntheseweg von Cholin zu Glycin Betain ist 
auf molekularer Ebene für den Gram-negativen Modellorganismus E. coli (Lamark et al., 
1996) und den Gram-positiven Modellorganismus B. subtilis (Boch et al., 1996; Kappes et al., 
1999) charakterisiert. Im Folgenden wird auf beide Mikroorganismen eingegangen. 
 
1.1 Regulation der Glycin Betain Synthese in E. coli  
 
Der Mikroorganismus E. coli ist nicht in der Lage Glycin Betain als Kohlenstoff- oder 
Stickstoffquelle zu nutzen (Landfald & Strøm, 1986). Glycin Betain dient ausschließlich zum 
Schutz bei hochosmolaren Wachstumsbedingungen. Die Glycin Betain Synthese aus dem 
Vorläufermolekül Cholin und ihre Regulation ist in dem Gram-negativen Organismus E. coli 
gut untersucht. Die Gene für die Cholinoxidase (BetA), welche sowohl Cholin zu Glycin 
Betain Aldehyd, als auch Glycin Betain Aldehyd zu Glycin Betain oxidieren kann, und für die 
Glycin Betain Aldehyd Dehydrogenase, welche den Aldehyd zu Glycin Betain weiteroxidiert, 
liegen zusammen mit dem Gen betI, dem Gen für das Regulatorprotein BetI in einem Operon. 
BetT, ein Cholin-Tansporter, der von dem Strukturgen betT codiert wird, ist vor dem betIAB-
Operon lokalisiert und wird in entgegengesetzter Richtung transkribiert (Lamark et al., 1991). 
Die Cholinoxidase BetA benötigt für die Umsetzung von Cholin Sauerstoff als 
Elektronenakzeptor. Demnach kann E. coli nur unter aeroben Bedingungen Glycin Betain aus 
Cholin synthetisieren. Unter anaeroben Bedingungen werden die bet-Gene durch die Bindung 
des ArcA-Proteins an deren Promotorregion reprimiert (Lamark et al., 1996). Eine volle 
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Expression des bet-Operons ist nur unter aeroben Wachstumsbedingungen in Anwesenheit 
von Cholin und unter erhöhter Osmolarität möglich. Glycin Betain, das Endprodukt der 
Synthese hingegen reprimiert die Cholininduktion des betIAB-Genclusters. Die Repression 
der Cholininduktion ist dabei spezifisch für Glycin Betain (Eshoo, 1988). BetI, das 
Regulatorprotein, mit einem Helix-Turn-Helix-Motiv am N-Terminus und einer 
Molekülmasse von 21,8 kDa, zeigt einige Homologien zu den Repressoren der TetR-Familie. 
BetI ist ein Cholin-Sensor und reguliert die Cholininduktion des betIAB-Operons in vivo. 
Durch Experimente mit betI-Mutanten konnte gezeigt werden, dass BetI die Expression der 
bet-Gene negativ reguliert (Lamark et al., 1996). Regulatorgene sind oftmals autoreguliert 
und haben divergent überlappende Promotoren mit den Genen, die sie kontrollieren. Einen 
solchen überlappenden Promotor wurde für das bet-Regulon gefunden. BetI wird allerdings 
bei der Regulation eine für Repressoren ungewöhnliche Rolle zugeschrieben, denn BetI 
bindet sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit des Induktors Cholin in vitro an die 
Operatorstelle (Røkenes et al., 1996). Den bisherigen Daten nach ist BetI allerdings nicht an 
der osmotischen Induktion des bet-Operons beteiligt (Lamark et al., 1996). 
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Abbildung 43: Aufnahme und Oxidation von Cholin zu Glycin Betain in E. coli. 
(A) Dargestellt ist die Organisation des bet-Regulons aus E. coli. In (B) ist der Aufnahmeweg und die Oxidation 
von Cholin zu Glycin Betain in E. coli aufgezeigt. 
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1.2 Regulation der Glycin Betain Synthese in B. subtilis 
 
Auch im Gram-positiven Modellorganismus B. subtilis ist der Syntheseweg von Glycin 
Betain aus der Vorstufe Cholin auf physiologischer Ebene gut untersucht. B. subtilis ist 
ebenfalls wie E. coli nicht in der Lage Glycin Betain zu metabolisieren, sondern nutzt diese 
Substanz ausschließlich für osmotische Schutzfunktionen (Boch et al., 1994). Da B. subtilis 
Cholin nicht de novo synthetisieren kann, muss Cholin aus der Umwelt aufgenommen 
werden. Dies erfolgt über die beiden ABC-Transporter OpuB und OpuC (Kappes et al., 1999; 
Kempf & Bremer, 1998). Wie schon erwähnt, kann OpuC das größte Spektrum an Substraten 
aufnehmen (Bremer & Krämer, 2000) und besitzt eine gute Affinität zu Cholin (Km = 38 µM). 
OpuB, auch ein Bindeprotein-abhängiges Transportsystem, hingegen ist für die hochaffine 
Aufnahme von Cholin (Km = 1 µM) aus dem Medium verantwortlich (Kappes et al., 1999).  
Die Oxidation von Cholin zu Glycin Betain erfolgt durch die Alkoholdehydrogenase GbsB 
und die Glycin Betain Aldehyd Dehydrogenase GbsA (Boch et al., 1996). In B. subtilis sind 
die Gene der Enzyme, die für die Glycin Betain Synthese verantwortlich sind in einem 
Operon angeordnet (Boch et al., 1996). Anders als in E. coli liegen die Gene für die Cholin-
Transporter OpuB und OpuC nicht in der Nähe des Glycin Betain Synthese-Operons (gbsAB). 
Aus früheren Arbeiten (Boch et al., 1996; Nau-Wagner, 1999) war bekannt, dass das gbsAB-
Operon durch Cholin induzierbar ist. Eine weitere Induktion durch Salz, wie in E. coli, konnte 
aber für das gbsAB-Operon nicht festgestellt werden (Boch et al., 1996). In dieser Arbeit 
konnten diese früheren Ergebnisse untermauert und weiter vertieft werden. 
 
1.2.1 GbsR reguliert die Gene für die Aufnahme von Cholin durch den ABC-
Transporter OpuB und vermittelt die Cholininduktion des gbsAB-Operons 
 
Die beiden Aufnahmesysteme für Cholin, OpuB und OpuC, sind osmotisch induzierbar. Dies 
konnte auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden (Abb. 27, 28). Allerdings hat das 
Ausschalten des gbsR-Gens nur einen Einfluss auf die opuB-Expression. Durch die 
Ausschaltung von GbsR erhöht sich die Expressionsrate von opuB deutlich (Abb. 27). Somit 
ist gezeigt, dass GbsR die Expressionsrate des Cholin-Aufnahmesystems OpuB vermittelt. 
OpuC hingegen wird nicht durch GbsR kontrolliert (Abb. 28). Dies macht physiologisch Sinn, 
da OpuC ein breites Spektrum an Osmoprotektiva, unter anderem auch Cholin, transportieren 
kann, während OpuB nur  die Aufnahme von Cholin vermittelt. Da trotz des Ausschaltens von 
GbsR die zusätzliche osmotische Induzierbarkeit von OpuB erhalten bleibt, ist gezeigt, dass 
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GbsR nicht für die Osmoregulation von OpuB verantwortlich ist. Frühere Ergebnisse und 
auch Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Induktion des gbsAB-Operons 
durch Cholin (Abb. 14), aber nicht durch hohe Osmolarität induziert werden kann. Wird 
jedoch Cholin in Verbindung mit hoher Osmolarität eingesetzt, führt dies zu einer Steigerung 
der Expressionsrate des gbsAB-Operons (Abb. 14). Es konnte gezeigt werden, dass sich z.B. 
bei Anwesenheit von hohen Salzkonzentrationen die Transportrate des Transporters OpuB 
verfünffacht (Nau-Wagner, 1999). Das heißt, dass die osmotische Kontrolle von opuB und 
opuC somit einen verstärkten Eintritt von Cholin in die Zelle erlaubt und dadurch die 
Expressionsrate des gbsAB-Operons erhöht wird. Somit wird die gbsAB-Expression durch die 
Verfügbarkeit von Cholin kontrolliert. 
In vorherigen Untersuchungen und in der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
GbsR, dessen Gen sich stromaufwärts des gbsAB-Operons befindet, als Repressor die Cholin-
Kontrolle vermittelt. Schaltet man das gbsR-Gen aus, so erfolgt die Expression des gbsAB-
Operons konstitutiv (Abb. 17). Das gbsAB-Operon ist dann nicht mehr durch Cholin 
induzierbar. In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass schon geringe 
Mengen an Cholin, nämlich 25 µM, ausreichen um das gbsAB-Operon zu induzieren (Abb. 
16). Dies macht auch Sinn, denn in der natürlichen Umgebung von B. subtilis sind nur geringe 
Mengen an Cholin vorhanden (Boch et al., 1996). Unterbindet man die Oxidation von Cholin 
zu Glycin Betain, führt dies zu einer Akkumulation von Cholin. Der Induktor kann in einen 
∆gbsAB-Stamm zwar noch an GbsR binden, wird aber nicht mehr zu Glycin Betain 
umgesetzt. In diesem Fall kommt es ebenfalls zu einer hohen Expression des gbsAB-Operons. 
Die erhaltenen Werte sind dabei vergleichbar mit denen eines Stammes, der eine gbsR-
Deletion trägt. Es konnte ebenfalls untermauert werden, dass das Endprodukt der Synthese 
Glycin Betain nicht in der Lage ist, die Expression des gbsAB-Operons zu induzieren 
(Abb.15). 
 
 
1.2.2 GbsR ist ein Repressorprotein mit einer Cholin-Bindedomäne 
 
Alle Oraganismen antworten auf wechselnde Bedingungen in ihrer Umgebung durch die 
Kontrolle der Expression ihrer Gene. Transkriptionelle Regulation ist einer der effektivsten 
Wege um Enzymkonzentrationen anzupassen (Lewis, 2005). Sowohl in Prokaryoten, als auch 
in Eukaryoten ist die Transkription häufig durch Repressoren und Aktivatoren kontrolliert. 
Diese kontrollieren direkt oder indirekt entweder die Akkumulation, oder die Abnahme eines 
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Metaboliten. Regulatoren antworten wie ein molekularer Schalter, die die Transkription an- 
oder ausschalten (Daber et al., 2007). Die meisten transkriptionellen Regulatoren besitzen 
neben einer DNA-bindenden Domäne eine Bindedomäne für Effektoren. Effektormoleküle 
sind chemische Signale, die das  metabolische Gleichgewicht der genetischen Maschinerie der 
Zelle fördern. Für die Glycin Betain Synthese ist Cholin das wichtige Molekül.  
Dass es sich bei GbsR um einen intrazellulären Cholinsensor handelt, konnte in dieser Arbeit 
erstmals durch fluoreszenzspektroskopische Messungen gezeigt werden (Abb. 33). Mit dieser 
Methode wird die Fluoreszenzintensität der im Protein vorhandenen Tryptophane 
spektoskopisch bestimmt. Hier basiert die Messung auf zwei im GbsR-Protein vorhandenen 
Tryptophanen. Durch Bindung des Liganden an das Protein kommt es zu einer 
Konformationsänderung und somit auch zu einer Änderung der Fluoreszenzintensität. Durch 
diese Methode konnte eine direkte Bindung der Trimethylammonium-Verbindung Cholin 
durch GbsR nachgewiesen werden. Cholin bindet mit einer KD von 165 µM +/- 15 µM an den 
Repressor. Um die Frage, wie Cholin an den Repressor bindet, zu beantworten, wurde die 
Bindung von Cholin durch das Substratbindeprotein ChoX näher betrachtet. 
Kritallstrukturen des Substrat-Bindeproteins ChoX aus Sinorhizobium meliloti (Oswald et al., 
2008) zeigen erstmals, wie Cholin gebunden wird. Der Ligand Cholin bindet in einer tiefen 
Furche zwischen den beiden globulären Domänen von ChoX (Abb. 44). Eine genaue 
Betrachtung  der Bindeseite deutet darauf hin, dass sowohl Reste von der Domäne I als auch 
Reste der Domäne II eine aromatische Box, bestehend aus drei Tryptophanen und einem 
Tyrosin ausbilden. Dabei handelt es sich um Trp43 (N-terminal von Helix  2 aus Domäne I), 
Trp90 (ß-Faltblatt C aus Domäne I), Trp205 (ß-Faltblatt H aus Domäne II) und Tyr119 (ß-
Faltblatt E, am N-Terminus von Domäne II). Zusammen koordinieren diese vier aromatischen 
Seitenketten die Positionierung der Trimethyammonium-Kopfgruppe von Cholin in der 
Liganden-Bindetasche. Innerhalb der Kopfgruppe von Cholin ist die positive Ladung nicht 
auf das Stickstoffatom von Cholin fixiert, sondern über die drei Methylgruppen delokalisiert. 
Das hat ein voluminöses Kation zur Folge (Schiefner et al., 2004). Die Bindung dieses großen 
Kations innerhalb der aromatischen Liganden-Bindebox erfolgt über Kation-π- Interaktionen 
(Dougherty, 1996; Ma & Dougherty, 1997). Die Cholin-Kopfgruppe interagiert durch Kation-
π- Interaktionen mit den Resten, welche von beiden Domänen (I und II) von ChoX 
beigesteuert werden. Der Rest des Cholinmoleküls, eine Hydroxylgruppe, wird nur von 
Resten der Domäne II gebunden (Wasserstoffbrücke zu Asn156 und Asp157). 
Die Architektur der Liganden-Bindeseite aus ChoX zeigt Ähnlichkeiten zu den Glycin Betain 
Bindeproteinen, wie z.B. OpuA aus B. subtilis (Smits, et al., 2008). Die Trimethylammonium-
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Kopfgruppe von Glycin Betain weist eine ähnliche delokalisierte positive Ladung wie bei 
Cholin auf. Folglich spielen Kation-π-Interaktionen auch bei der Bindung von Glycin Betain 
eine wesentliche Rolle.  
 
 
 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  B 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 44: Kristallstruktur von ChoX aus S. meliloti. 
Abbildung (A) zeigt die komplette Struktur des ChoX-Cholin-Komplexes. Die Domänen sind farblich 
unterschieden. Domäne I ist blau, Domäne II ist orange dargestellt. Der Linker, der beide Domänen verbindet ist 
gelb markiert. Abbildung (B) zeigt die Cholin-Bindebox, Reste der Domäne I und II, die die Liganden-
Bindeseite formen, sind in den Farben blau und orange dargestellt. Cholin ist in beiden Abbildungen in einer 
ball-and stick-Darstellung gezeigt. Diese Abbildungen sind entnommen aus Oswald et al.(2008).  
 
 
In GbsR gibt es eine große Anzahl von aromatischen Aminosäuren. GbsR besitzt in seiner 
Animosäuresequenz zwei Tryptophane, die durch ihre äußere Lage die 
flourezenzspektroskopische Messung ermöglichten, und sechs Tyrosine, zudem noch 11 
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Phenylalanine (Abb. 45). Da auch GbsR ein Cholin-bindendes Protein ist, ist anzunehmen, 
dass auch hier die Cholin-Bindung durch Kation-π-Interaktionen mit einer aramotischen 
Bindebox stattfindet. Betrachtet man ein Sequenzvergleich von GbsR innerhalb der Bacillen 
und Stapylococcen, so fällt auf, dass die meisten dieser Aromaten konserviert sind (Anhang 
F). Um aber detaillierte Aussagen über eine mögliche Bindebox für Cholin machen zu 
können, sind Kristallstrukturen von GbsR nötig. 
 
Phe TrpTyr
 
Abbildung 45: Sequenz von GbsR mit den eingezeichneten aromatischen Aminosäuren Phe, Tyr und Trp. 
Eingezeichnet sind die aromatischen Aminosäuren Phenylalanin (gelb), Tyrosin (pink) und Tryptophan (grün). 
 
 
1.2.3 GbsR ist ein transkriptioneller Repressor 
 
Typische Repressorproteine zeichnen sich durch ihre Fähigkeit aus, DNA an spezifischen 
Abschnitten zu binden. Eine solche typische DNA-Bindung konnte in dieser Arbeit auch für 
GbsR gezeigt werden (Abb. 25). Hierfür wurde das gbsR-Gen in einen Expressionsvektor 
kloniert und überexprimiert. Mit dem gereinigten Protein wurden anschließend Bandshift-
Analysen durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass GbsR nicht nur spezifisch an eine 
bestimmte DNA-Sequenz hinter dem Promotor von gbsAB, sondern auch spezifisch an die 
DNA der opuB-Promotorregion bindet. Um eine Vorstellung zu bekommen, wie GbsR an die 
DNA bindet, werden im Folgenden die Familie der Helix-turn-Helix-Proteine, sowie deren 
Unterklasse die Winged-Helix-Turn-Helix-Proteine, und das strukturell ähnliche Mj223-
Protein aus M. jannaschii näher betrachtet. 
Man klassifiziert DNA-Bindeproteine aufgrund ihrer Art DNA zu binden. Mitglieder der am 
besten untersuchten Klasse von DNA-Bindeproteinen bilden das Helix-Turn-Helix-Motiv aus, 
das ursprünglich in dem λCro-Protein identifiziert wurde. Erste Arbeiten von Matthews, 
Ohlendorf, Sauer, Doolittle und deren Mitarbeitern zeigten eine strukturelle Ähnlichkeit 
zwischen den Repressoren Cro und cI des Phagen Lambda und LacI aus E. coli. Allen gemein 
ist eine tri-helicale DNA- Bindedomäne. Die zweite und dritte Helix der tri-helikalen 
Domäne, spielen eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit der DNA. Diese DNA- 
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Bindedomäne wurde als Helix-Turn-Helix-Domäne bezeichnet (Aravind et al., 2005). Dieses 
Strukturelement wurde in einer Vielzahl von DNA-bindenden Proteinen in Prokaryoten und 
Eukaryoten wieder gefunden und besitzt einen hohen strukturellen Konservierungsgrad. Die 
Aminosäuresequenz von GbsR weist keine eindeutigen Homologien zu bisher bekannten 
Familien von DNA-Bindeproteinen auf. Am N-Terminus der GbsR-Sequenz konnte 
allerdings eine Aminosäuresequenz entdeckt werden, die für die Ausbildung eines Helix-
Turn-Helix-Motives in Frage kommt. In der vorhergegangenen Arbeit von Nau-Wagner 
(1999) wurde vermutet, dass GbsR vielleicht in die Gruppe von GntR-Regulatoren gehört. 
GntR ist der Transkriptionsrepressor des Gluconat-Operons gntRKPZ in B. subtilis (Fujita et 
al., 1986). Alle Regulatoren innerhalb dieser Familie besitzen eine N-terminale 
Aminosäuresequenz, die sie zur Ausbildung eines Helix-Turn-Helix-Motivs befähigt. Die 
Sequenz von GbsR weicht allerdings an einigen Stellen von der Konsensussequenz für 
Regulatoren der GntR-Familie ab. Auch die Vermutung aus der Arbeit von Nau-Wagner 
(1999), dass GbsR vielleicht in die Familie der LysR-Regulatoren gehört, konnte nicht 
bestätigt werden. Die meisten Regulatoren der LysR-Familie regulieren ihre Zielgene positiv 
(Schell, 1993), in der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei GbsR 
allerdings um einen negativen Regulator handelt. GbsR kann auch heute keiner bisher 
bekannten Regulatorfamilie zugeordnet werden.  
Bakterielle HTH- Transkriptionsfaktoren können in Repressoren und Aktivatoren eingeteilt 
werden, da sie sich strukturell unterscheiden. Solche, die ein HTH-Motiv am N-Terminus 
zeigen, sind meistens Repressoren und bei denen, die dieses Motiv am C-Terminus haben, 
handelt es sich üblicherweise um Aktivatoren (Perez-Rueda & Collado-Vides, 2001). Die 
einfachste Form des Helix-Turn-Helix Motives besteht aus zwei alpha-Helices, welche durch 
eine ß-Faltblattstruktur voneinander getrennt sind. Der „turn“ besteht aus drei Aminosäuren 
(Wintjens & Rooman, 1996). Dabei beteiligt sich die β-Schleife nicht an der DNA-Bindung, 
sondern unterstützt die Bildung von Homo- bzw. Heterodimeren. Die kurze und flexible β-
Schleife dient als Scharnier und ermöglicht es den Helices, gegenseitige hydrophobe 
Wechselwirkungen einzugehen. Dadurch werden die Helices relativ zueinander stabilisiert 
und bilden ein Tertiärstrukturelement (Wintjens & Rooman, 1996). Die zweite Helix im HTH 
Motiv ist die „Sequenzerkennungshelix“ und tritt über elektrostatische Wechselwirkungen mit 
den Basen der großen Furche der Ziel-DNA in Kontakt. Die erste helikale Domäne liegt der 
zweiten senkrecht gegenüber und stellt den Kontakt zu der DNA über unspezifische 
Wechselwirkungen her (Pabo & Sauer, 1984) (Abb. 46). Der Winkel zwischen den Helices 
liegt in der Regel bei 120° (Brennan & Matthews, 1989). 
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GbsR besitzt eine mögliche Sequenz für das HTH-Motiv am N-Terminus (Abb. 36), somit 
kann es auch strukturell und in Übereinstimmung mit den in dieser Arbeit vorgelegten 
genetischen Daten in die Klasse der Repressoren eingeordnet werden. Die 
Aminosäuresequenz von GbsR zeigt eine Identität von 34 % zu Mj223, einem DNA-
Bindeprotein aus Methanococcus jannaschii (Kapitel IV.5.3, Abb. 40). Dieses DNA-
Bindeprotein trägt ein N-terminales Winged-Helix-Turn-Helix-Motiv. Winged Helix Proteine 
sind eine Unterfamilie der Helix-Turn-Helix Proteine. Dieses Motiv wurde erstmals 1993 in 
dem hepatocyte nuclear factor-3 (HNF-3), einer Familie von leberspezifischen 
Transkriptionsfaktoren, entdeckt. Diese Familie teilt sich eine hochkonservierte DNA-
Binderegion mit dem Drosophila homeotic fork head Protein. Das Winged Helix Motiv ist 
eine kompakte α/ß-Struktur, die aus zwei „Flügeln“ (W1 und W2), drei α- Helices (H1, H2 
und H3) und drei ß-Faltblättern (S1, S2 und S3) besteht, welche wie folgt angeordnet sind: 
H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2 (Gajiwala & Burly, 2000). 
Der N-Terminus ist weitgehend helikal, während der C-Terminus sich zum einen aus zwei der 
drei Stränge, die eine antiparalleles ß-Faltblatt bilden, und zum anderen aus den beiden langen 
Schleifen, bzw. Flügeln W1 und W2 zusammensetzt. Flügel W1 verbindet die beiden Stränge 
S2 und S3 und W2 erstreckt sich vom Strang S3 bis zum C-Terminus der DNA-Bindedomäne 
(siehe Abb. 46 B). Diese Schleifen flankieren Helix H3 wie die Flügel eines Schmetterlings, 
was diesem Motiv den Namen „winged helix“ gab. Unter den Winged Helix Proteinen 
variieren die Winkel zwischen H2 und H3 von 100° (z.B. BirA (Wilson et al., 1992)) bis 150° 
(Transkriptionsfaktor DP2 (Zheng et al., 1999)). Es konnte für das HNF-3γ Protein, und für 
die Transkriptionsfaktoren genesis, E2F4 und DP2 gezeigt werden, dass die Helix H3 die 
„Erkennungshelix“ im HTH-Motiv ist und spezifische Kontakte mit der DNA in der großen 
Furche eingeht (Clark et al., 1993; Gajiwala et al., 2000). Die DNA-Bindedomäne des hRFX1 
Proteins, bedient sich einem anderen Mechanismus in der DNA-Erkennung. Die ß-Stränge S2 
und S3 und deren Verbindungsglied W1 machen intensive Kontakte mit der großen Furche. 
Eine Seitengruppe der alpha-Helix H3 interagiert mit der kleinen Furche (Gajiwala et al., 
2000). Die Winged-Helix Proteine zeigen also verschiedene Art und Weisen der DNA-
Bindung und scheinen in der Lage zu sein, sowohl spezifische Sequenzen in der B-DNA, als 
auch in den verschiedenen doppelhelikalen Konformationen, wie z.B. B-Form gegen Z-Form, 
erkennen zu können. Des Weiteren ist bekannt, dass diese Proteine sowohl als Monomere, 
Heterodimere und als Homodimere an die DNA binden können (Gajiwala & Burly, 2000).  
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Abbildung 46: Helix-Turn-Helix-Motiv (A) und die Topologie der Winged Helix Faltung (B) (Gajiwala & 
Buley, 2000).  (A) Diese Motiv ist eine Anordnung von zwei α-Helices, von denen eine an die DNA bindet, 
während die andere Protein-Protein-Wechselwirkungen eingeht. 
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Abbildung 47: Modell des Helix-Turn-Helix-Motives von GbsR 
Abbildung A zeigt  einen Ausschnitt des mit Hilfe der Kristallstruktur von Mj223 über die Internetseite 
http://swissmodel.expasy.org entwickelte Modell für GbsR. Das mit Hilfe des Analyseprogrammes von Dodd & 
Egan ermittelte Helix-Turn-Helix-Motiv  ist gelb markiert. In (B) ist das HTH-Motiv von GbsR schematisch 
dargestellt. 
 
 
Zudem kann das Mj223-Protein aus Methanococcus jannaschii der Familie der ArsR-Proteine 
zugeordnet werden. Bei der ArsR-Familie handelt es sich um metallregulierte 
Transkriptionsrepressoren. ArsR-Proteine sind involviert in Metallstress und fungieren in der 
Form von einem Homodimer als Metalsensor (Busenlehner et al., 2003). Die C-terminale 
Region dieses Proteins setzt sich aus zwei leucinreichen α-Helices zusammen, welche für die 
Dimerisierung verantwortlich sind. Die sekundäre Struktur hat folgende Anordnung: H1-H2-
S1-H3-H4-S2-S3-H5-H6, dabei steht H für alpha-Helix und S für ß-Faltblatt (Ray et al., 
2003). Strukturanalysen mit dem MRCL Programm, welche auch für GbsR durchgeführt 
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wurden (Kapitel IV.5.1, Abb. 35) zeigen eine sehr ähnliche Vorhersage der Sekundärstruktur 
(Kapitel IV.5.3, Abb. 41). Somit kann man vermuten, dass eine solche Anordnung auch für 
GbsR möglich wäre. Es wird angenommen, dass das Mj223-Dimer ein symmetrisches Paar 
von Halbseiten durch die alpha-Helices H4 und H4` (H4`steht für das zweite Monomer) in der 
großen Furche der B-DNA-Doppelhelix gebunden wird. Dabei kommt es zu starken 
Änderungen der Struktur (Abb. 48 B) 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 48: Mj223 Homodimer Struktur. 
Bild A zeigt die Homodimer Struktur des Mj223 Proteins aus Methanococccus jannaschii, blau sind die α-
Helices und orange sind die ß-Faltblätter in einem Monomer dargestellt, das zweite Monomer ist rot gefärbt. B 
zeigt ein Modell für die mögliche Bindung dieses Proteins an die B-DNA (Ray et al., 2003). 
 
Mit Hilfe der Kristallstruktur von Mj223 ließ sich über die Internetseite 
http://swissmodel.expasy.org ein Modell für GbsR entwickeln. Bei einem Übereinanderlegen 
der Mj223-Struktur mit dem GbsR-Modell (Abb. 42 E) sind nur wenige Abweichungen 
festzustellen, vor allem die DNA-Binderegion zeigt eine große Homologie. Somit ist auch für 
GbsR denkbar, dass dieser Repressor auf diese Weise an die DNA bindet. 
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Die DNA-Bindung erfolgt spezifisch durch die Regulatorproteine, diese erkennen eine 
bestimmte Sequenz und gehen Wechselwirkungen mit der DNA ein. Dabei handelt es sich bei 
den Erkennungssequenzen oft um bestimmte Motive wie zum Beispiel Palindrome oder 
Inverted Repeats. Auch für GbsR konnte eine mögliche Operator-Sequenz identifiziert 
werden. Hierbei handelt es sich um ein Inverted Repeat (Abb. 31). Da diese mögliche 
Bindebox sowohl im Bereich hinter dem Promotor von gbsAB als auch im Promotorbereich 
vor opuB zu finden ist, lässt sich vermuten dass es sich hierbei um die Bindestelle von GbsR 
handelt. Denn beide Zielgene werden durch GbsR reguliert. Dies wurde auch durch DNA-
Bindestudien belegt. Bei den vermuteten Bindestellen für das Repressorprotein GbsR zeigt 
sich, dass diese bei opuB und gbsAB unterschiedlich lokalisiert sind und es sich demnach um 
unterschiedliche Mechanismen der Repression handelt. Bei gbsAB liegt die vermutete 
Bindestelle hinter dem gbsAB-Promotor. Dort nimmt GbsR die Funktion als „Road block“ 
ein, d.h. die RNA-Polymerase kann zwar an den Promotor binden, jedoch das Ablesen der 
Gene wird durch GbsR verhindert. Im Fall von opuB befindet sich die vermutete Bindestelle 
im Promotorbereich. Demnach kann die RNA-Polymerase nicht an den Promotor binden, da 
dieser durch GbsR blockiert wird.  Weiterhin konnte das vermutete Bindemotiv in der opuC-
Promotorregion nicht aufgefunden werden, was besagt, dass OpuC nicht durch GbsR reguliert 
wird. Diese Aussage deckt sich mit den opuC-treA-Fusionsexperimenten (Abb. 28) und mit 
der Bandshift–Analyse des opuC-Promotorbereiches. Betrachtet man sich die Promotorregion 
von opuC genauer, so wird deutlich, dass nur wenige Austausche an Basen dafür 
verantwortlich sind um einen Verlust der Regulation durch GbsR zu bekommen (Abb. 30). 
Würde man in weiteren Versuchen die gbsAB-spezifische DNA-Sequenz durch eine 
Mutagenese so verändern, dass sie der opuC-spezifischen DNA-Sequenz entspricht, so würde 
man einen Verlust der Kontrolle durch GbsR und somit auch keine DNA-Bindung mehr 
erwarten.  
Um allerdings sicher zu gehen, dass es sich hierbei tatsächlich um die Bindestelle von GbsR 
handelt müssten noch weitere Experimente durchgeführt werden. So gäbe zum Beispiel eine 
DNA-Footprint-Analyse Aufschluss darüber, ob das identifizierte Motiv die Operator-DNA 
für GbsR ist.   
 
1.2.4 GbsR vermittelt die Repression des gbsAB-Operons durch Glycin Betain 
  
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass das Endprodukt der Cholinumsetzung, 
Glycin Betain, einen reprimierenden Effekt auf die Expression des gbsAB-Operons ausübt 
V. Diskussion 108 
(Abb. 19). Auch konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt spezifisch von Glycin Betain 
ausgeht und nicht ein Effekt eines kompatiblen Soluts ist (Abb. 20). Im Gegensatz zur 
Induktion des gbsAB-Operons, wo schon geringe Konzentrationen an Cholin ausreichen, zeigt 
sich ein reprimierender Effekt von Glycin Betain erst bei höheren Konzentrationen (Abb. 21). 
Dies würde man auch erwarten, da die Zelle unter osmotischem Stress Glycin Betain bis hin 
zu molaren Konzentrationen akkumuliert (Moses, 1999). Würde eine Repression der Synthese 
von Glycin Betain schon bei niedrigen Konzentrationen einsetzen, so wäre die Zelle nicht in 
der Lage Glycin Betain vermehrt zur Akkumulation zu synthetisieren. Auch bei einer 
unterbundenen Oxidation von Cholin zu Glycin Betain, kann die Expression des gbsAB-
Operons durch Glycin Betain reprimiert werden (Tab. 16).  Zudem konnte herausgefunden 
werden, dass GbsR nicht nur für die Vermittlung der Cholininduktion verantwortlich ist, auch 
die Repression des gbsAB-Operons wird durch GbsR vermittelt (Abb. 19, 20). Das 
Ausschalten des gbsR-Gens führt dazu, dass Glycin Betain keinen Effekt mehr auf die gbsAB-
Expression ausübt (Tab. 17). Somit ist gezeigt, dass GbsR durch einen physiologisch 
wichtigen negativen Feedback-Loop des Syntheseproduktes Glycin Betain kontrolliert wird. 
Dies ist physiologisch wichtig, denn gäbe es diese Rückkopplung nicht, so wäre Folgendes 
denkbar: das im Medium vorhandene Cholin würde durch OpuB und OpuC in die Zelle 
aufgenommen werden und dort durch die Enzyme GbsA und GbsB zu Glycin Betain oxidiert 
werden. Die Glycin Betain Konzentration würde soweit ansteigen bis der Zellinnendruck so 
hoch wäre, dass sich die mechanosensitiven Kanäle öffnen. Durch diese würde dann das 
Glycin Betain aus der Zelle diffundieren (Abb. 49). Dieser Weg wäre für die Zelle weniger 
effizient. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 49: Ausschnitt B. subtilis- Zelle. Dargestellt ist die Aufnahme von Cholin in die Zelle und die 
Umwandlung zu Glycin Betain, sowie der vermutete Austritt von Glycin Betain durch die mechanosensitiven 
Kanäle, wenn der GbsR-vermittelte Feedback-Loop durch Glycin Betain fehlen würde. 
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Aufgrund aller bisherigen Ergebnisse lässt sich ein Modell für die Regulation der Glycin 
Betain Synthese durch den Cholin-sensorischen GbsR-Repressor entwickeln (Abb. 50),  
 
Cholin
Glycin Betain
GbsB
GbsA
ATP
ADP+P i
OpuB
ATP
ADP+P i
OpuC
Cholin
Cholin
Glycin Betain
Cholin-O-Sulfat
Carnitin
1 kb
gbsR gbsA gbsB
1 kb
gbsR gbsA gbsB
1 kb
gbsR gbsA gbsB
Glycin Betain 
Aldehyd
ATP
ADP+P i
ATP
ADP+P
 
Abbildung 50: Modell der Regulation der Glycin Betain Synthese in B. subtilis 
 
Das Model in Abbildung 50 besagt, dass bei hochosmolaren Wachstumsbedingungen Cholin 
vermehrt in die Zelle transportiert wird. Cholin bindet an den Repressor GbsR, dieser löst sich 
von der DNA und die Transkription der Glycin Betain Synthese-Gene kann gestartet werden. 
Ist genügend Glycin Betain produziert worden, bzw. in der Zelle vorhanden, so übt das 
Endprodukt Glycin Betain einen negativen Feedback-Loop auf den Repressor GbsR aus. 
Dieser bindet nun wieder an die DNA und eine Überanhäufung des kompatiblen Solutes 
Glycin Betain wird verhindert. Allerdings ist noch nicht bekannt wie Glycin Betain die 
Kontrolle auf GbsR ausübt. Eine Bindung wie von Cholin konnte bei Glycin Betain nicht 
beobachtet werden. Auch bei Versuchen mit höheren Konzentration (bis zu 500 mM) an 
Glycin Betain konnte keine Fluoreszenzänderung beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Es 
wird vermutet, dass durch die Bindung von Cholin eine Konformationsänderung des 
Repressors GbsR stattfindet, was dazu führt, dass sich dieser von der DNA löst. In 
Anwesenheit von großen Mengen an Glycin Betain muss dieser nun wieder an die DNA 
binden können. Hierzu können unterschiedliche Modellvorstellungen entwickelt werden. 
Zwei Modelle werden im Weiteren näher betrachtet. 
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1.2.4.1 Glycin Betain bindet mit niederer Affinität in kompetitiver Art mit Cholin an die 
Effektordomäne von GbsR 
 
Regulatoren spielen als Schalter, die die Transkription von Genen an- und ausschalten eine 
große Rolle. Eine Zelle ist in der Lage effektiv den Stoffwechsel durch eine Erhöhung oder 
Erniedrigung der Enzymkonzentrationen zu regulieren. In E. coli, ist die Lactoseverwertung 
durch die Bindung des Repressors an die Operator-DNA negativ reguliert, d.h. die Expression 
der Strukturgene dieses Operons ist blockiert. Der Lac-Repressor ist ein Protein mit 
modularer Struktur, bestehend aus vier unterschiedlichen strukturellen Einheiten. Der N-
terminale Teil der Sequenz (Rest1-49) beinhaltet das Helix-Turn-Helix-Motiv, eine Art 
Schanierhelix (Rest 50-58) verbindet Kopfstück mit dem Rest. Der Kern des Repressors (Rest 
62-331) ist strukturell in zwei Domänen geteilt. An der Verbindung der beiden Domänen 
befindet sich die Effektor-Bindebox. Der C-Terminus des Repressors besteht aus einer alpha-
Helix, welche für die Ausformung eines Tetramers verantwortlich ist (Daber et al., 2007). In 
Anwesenheit des Induktors Allolaktose oder auch IPTG löst sich der Repressor von der DNA 
und die Expression der Strukturgene kann stattfinden. Ein Anti-Induktor für das lac-Operon 
stellt ONPF (2-methyl-6-(2-nitrophenoxy)oxane-3,4,5-triol) dar. Induktor- und Anti-Induktor-
Moleküle ändern das Gleichgewicht zwischen dem induzierten und reprimierten Zustand. 
Durch den gebundenen Induktor, ist die Affinität des Repressors an die DNA zu binden sehr 
gering. Auf diese Weise wird der RNA-Polymerase ermöglicht an den Promotor zu binden 
und die Transkription zu starten. Der Anti-Induktor bindet ebenfalls an den Repressor und 
schaltet die Transkription ab, indem er die Stabilität des Repressor-DNA-Komplexes erhöht. 
Dies geschieht aufgrund von Konformationsänderungen des Repressors durch die Bindung 
der Liganden. Im Lac-Repressor binden Induktor und Anti-Induktor an derselben Stelle. Jedes 
Monomer besitzt eine Bindestelle. Die Effektormoleküle binden in der Tasche, die an der 
Kopplungsstelle des Kerns lokalisiert ist (Lewis, 2005). Die Effektormoleküle sind 
Galaktoside, die chemisch und strukturell verwandt sind. Allerdings binden diese Moleküle 
nicht in derselben Weise an den Repressor. Dies hat Änderungen in der DNA-Bindedomäne 
zur Folge. Man unterscheidet die induzierte und von der reprimierten Konformation. In 
Anwesenheit von IPTG kommt es zur Verschiebung der N-terminalen Subdomäne des 
Dimers, dies hat zur Folge, dass sich die Schanierhelix wegbewegt. Diese Wegbewegung 
zerstört die Dimerisierung der Helices und die Helices werden ungeordnet. Das HTH-Motiv 
bewegt sich aus der großen Furche von der DNA-Bindeseite weg. In Anwesenheit des Anti-
Induktors ONPF hingegen, bleibt die Konformationsänderdung aus, denn ONPF bindet zwar 
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an die Effektorstelle, aber es fehlen einige Interaktionen, somit ist die Affinität zur Operator-
DNA wieder erhöht (Daber et al., 2007) 
Diese Art der allosterischen Regulation wäre auch für GbsR denkbar, denn auch hier sind sich 
die Effektormoleküle strukturell sehr ähnlich. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist 
Cholin das Induktormolekül und Glycin Betain das Effektormolekül, dass die Transkription 
der gbsAB-Gene reprimiert. Sowohl die Induktion, als auch die Repression des gbsAB-
Operons wird durch GbsR vermittelt. Beide Effektormoleküle besitzen eine Tri-
Methylammoniumgruppe, und es konnte gezeigt werden, dass Substratbindeproteine, wie z.B. 
das ChoX aus S. meliloti, sowohl Cholin als auch Glycin Betain binden können (Höing, 2008, 
Oswald et al., 2008). Somit wäre denkbar, dass Glycin Betain an einer überlappenden Stelle 
wie Cholin im Repressor bindet. In dieser Arbeit konnte keine Bindung für Glycin Betain 
gezeigt werden, allerdings beruht die Messung auf der Floureszenzintensität der Tryptophane 
im Protein, welche durch Bewegungen des Proteins zu-oder abnehmen können. Durch die 
Bindung von Cholin war eine Intensitätsabnahme zu messen, was besagt, dass Cholin 
gebunden wird und das Protein eine Konformationsänderung macht. Verhält sich GbsR wie 
der bereits zuvor beschriebene Lac-Repressor, so kommt es durch die Zugabe des Anti-
Induktors zu keiner Konformationsänderung, da diese Form der nativen DNA-bindenden 
Form entspricht. Somit kann mit Glycin Betain durch Fluoreszenzspektroskopie keine 
Bindung gemessen werden. Dies müsste auf eine andere Weise geschehen. Es müsste auf 
jeden Fall eine Reihe von weiteren Experimenten folgen, um zu klären wie Glycin Betain 
seine Wirkung entfaltet.  
 
1.2.4.2 Glycin Betain fungiert als chemisches Chaparon 
 
Exogen bereitgestellte Osmoprotektiva in einem hyperosmolaren Kulturmedium werden 
effizient in die gestresste Zelle importiert und dort akkumuliert. Außer ihrer klaren Rolle in 
der Regeneration und Aufrechterhaltung des osmotischen Gleichgewichtes, spielen diese 
Solute eine wichtige Rolle bei dem Verhalten von zellulären Makromolekülen, wie zum 
Beispiel dem Prozess der Proteinstabilisierung und Proteinfaltung (Ignatova & Gierasch, 
2007). Durch eine chemische random-Mutagenese wurde eine Lysin auxotrophe Mutante 
erhalten (Bourot et al., 2000). Die Mutation liegt in dem lysA-Gen und hat eine Substitution 
von Serin an der Position 384 durch Phenylalanin der Diaminopimelat Decarboxylase 
(DAPDC), welche die Umsetzung von meso-Diaminopimelat zu L-Lysin katalysiert, ergeben. 
Diese Mutaion hat einen totalen Verlust der Enzym-Aktivität zur Folge, was den 
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Wachstumsverlust in Abwesenheit von Lysin im Wachstumsmedium erklärt. Eine Zugabe 
von Osmoprotektiva zum Medium, stellt das Wachstum dieser Mutante wieder her, was die 
Regenerierung der DAPDC-Aktivität zu erkennen gibt. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Regenierung der Aktivität der mutierten DAPDC proportional zur intrazellulären 
Verfügbarkeit von Glycin Betain ist. Diese Ergebnisse weisen auf eine in vivo Glycin Betain-
unterstützte Rückfaltung des mutierten DAPDC hin (Bourot et al., 2000). Glycin Betain ist 
ein Osmoprotektivum, das komplett von der Hydrathülle von Proteinen ausgeschlossen wird 
(Arakawa & Timasheff, 1985). Man dachte, dass dieser offensichtlich hohe Grad des 
Ausschlusses mit dem Einfluss als meist effektivstes Osmoprotektivum im Verhältnis steht. 
Die besagt, dass dieses störende Solut nicht an Stellen des Proteins binden kann (Record et 
al., 1998). Eine Erhöhung der Osmolarität der Lösung reduziert signifikant die 
thermodynamische Aktivität von Wasser und dabei werden Prozesse begünstigt, in denen 
Hydratwasser von biopolymeren Oberflächen verdrängt wird (Record et al., 1998). Die 
beobachtete Faltung des mutierten DAPDC-Proteins muss zwangsläufig Protein-Protein- 
Interaktionen begünstigen, ausgelöst von den Wasser-Protein-Interaktionen. Somit kann 
gefolgert werden, dass der Glycin Betain induzierte DAPDC-Faltungskomplex über eine 
thermodynamische Kraft angetrieben wird, da durch das Vorhandensein von Glycin Betain 
das ungefaltete-gefaltete-Gleichgewicht drastisch in Richtung der gefalteten Konformation 
gedrängt wird. Man kann sagen, dass Glycin Betain die Faltung des mutierten DAPDC-
Proteins wie ein Chaparon fördert, aber höchstwahrscheinlich in einer anderen Art und Weise 
als es der klassische Chaparon-Komplex tut (Bourot et al., 2000). 
Auch dieses Modell der chaparon-ähnlichen Wirkung wäre für GbsR denkbar. In diesem Fall 
verhilft das gebildete Glycin Betain, welches nun genügend vorhanden ist, durch Änderung 
der Konformation, dem Repressor wieder an der DNA zu binden. Dabei ist die Rückfaltung 
des Repressors abhängig von der Konzentration an kompatiblem Solut. Allerdings ist dieses 
Modell nicht spezifisch für Glycin Betain, denn auch andere kompartible Solute wie Prolin 
und Ectoin können diesen Effekt ausüben. In der vorliegenden Arbeit konnte aber gezeigt 
werden, dass andere Osmoprotektiva wie Prolin und Ectoin keinen reprimierenden Einfluss 
auf die gbsAB-Expression haben. Dabei muss allerdings erwähnt werden, dass diese beiden 
kompatiblen Solute für B. subtilis schlechte Osmoprotektiva sind. Der Versuch muss auf 
weitere, für B. subtilis gute Osmoprotektiva erweitert werden. Carnitin hingegen konnte einen 
geringen reprimierenden Effekt aufweisen. Da Carnitin ebenfalls wie Cholin und Glycin 
Betain eine Trimethyl-Amonium-Gruppe besitzt, ist hier nicht eindeutig zu sagen, ob dieses 
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eventuell als chemisches Chaparon fungiert oder wie im 1. Modell beschrieben mit sehr 
geringer Affinität an eine überlappende Bindestelle an der GbsR-Effektordomäne bindet. 
 
2. GbsR: eine neue Familie von transkriptionellen Repressoren 
 
2.1 Die evolutionäre Verbreitung von GbsR-ähnlichen Proteinen innerhalb der 
Bakterien 
 
Datenbankanalysen mit der NCBI-Datenbank mit der Aminosäuresequenz von GbsR mit dem 
BLAST-Algorythmus nach Altschul zeigten wie bereits erwähnt eine Verbreitung innerhalb 
der Bacteria, genauer in der Ordnung der Bacillales. Hauptsächlich ist GbsR in einer Reihe 
von Bacillen und Staphylococcen zu finden. Laut dieser Datenbankanalyse konnte GbsR 
keiner bekannten Familie zugeordnet werde. Allerdings weist das GbsR-Protein eine 
Zuordnung zu der COG1510, einem Cluster der orthologen Gruppe 1015, auf, welche das 
Protein als transkriptionellen Regulator identifiziert. 
Die Fähigkeit Cholin mit Hilfe der Enzyme GbsA und GbsB zu Glycin Betain zu oxidieren ist 
allerdings nicht allen Mitgliedern der Familie Bacillacae gemein. So besitzen die im Boden 
lebenden Gram-positiven Mikroorganismen der Bacillus cereus-Gruppe, B. anthracis, B. 
thuringiensis und B. cereus keine Glycin Betain-Synthesegene und somit auch kein GbsR-
ähnliches Protein (Tab. 18). Eine Ausnahme bildet hier B. cereus subsp. Cytotoxis. In dieser 
Art konnte als einziger Vertreter der B. cereus-Gruppe sowohl die Glycin Betain 
Synthesegene als auch der Regulator GbsR gefunden werden. 
Aufgrund weitergehender Analysen der Genumgebung von GbsR-ähnlichen Proteinen, lassen 
sich diese in drei Gruppen einteilen. Gruppe 1 beinhaltet all die Proteine, die sich als 
Regulatorgen in der Nähe der Glycin Betain Synthesegene befinden. Zu dieser Gruppe zählen 
GbsR-ähnliche Proteine aus den Bacillen und Staphylococcen. Die Staphylococcen zeigen in 
ihrer Genanordnung jedoch eine Besonderheit, dort liegt das GbsR-ähnliche Protein zwischen 
den Glycin Betain Synthesegenen und dem Gen für einen Cholin-Transporter. GbsR und die 
Glycin Betain Synthese Gene sind in vielen Staphylococcen hoch konserviert, CudC aus 
Staphylococcus xylosus weist eine 54 %ige Idendität zu GbsR aus B. subtilis auf (Rosenstein 
et al., 1999). Aber auch andere Staphylococcen, wie verschiedene Staphylococcus aureus 
Stämme, Stapylococcus haemolyticus und Staphylococcus epidermidis weisen diese 
Organisation der Gene auf (siehe Anhang D). In Gruppe 2 handelt es sich um GbsR-ähnliche 
Proteine, die sich neben den Genen für einen vermuteten Transporter für kompatible Solute 
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befinden (z.B. OpuA, OpuB und OpuC) (Anhang D). Gruppe 3 beinhaltet GbsR-ähnliche 
Proteine, die weder in der Nähe von Glycin Betain Synthesegenen noch in der Nähe eines 
Transporters für kompatible Solute lokalisiert sind. Zu dieser Gruppe zählt unter anderem das 
Mj223-Protein aus M. jannaschii.  
 
2.2 Evolutionäre Entwicklung in B. subtilis 
 
In B. subtilis wird die Cholinaufnahme von dem OpuB- und OpuC-System vermittelt. OpuB 
und OpuC sind ABC-Transporter, die evolutionär sehr nah verwandt sind. Wie schon 
erwähnt, kann OpuC das größte Spektrum an Substraten aufnehmen (Bremer & Krämer, 
2000) und besitzt eine gute Affinität zu Cholin (Km = 38 µM). OpuB, auch ein Bindeprotein-
abhängiges Transportsystem, hingegen ist für die hochaffine Aufnahme von Cholin (Km = 1 
µM) aus dem Medium verantwortlich (Kappes et al., 1999). Die Strukturgene von OpuB und 
OpuC sind nur ein paar Kilobasen auf dem B. subtilis Chromosom voneinander entfernt, und 
ihre Genprodukte besitzen eine hohe Sequenzidendität zueinander (83 % für OpuBA/OpuCA, 
85 % für OpuBB/OpuCB, 69 % für OpuBC/OpuCC und 85 % für OpuBD/OpuCD). Diese 
Tatsachen legen nahe, dass die opuB- und opuC-Loci durch eine Genduplikation entstanden 
sind (Kappes et al., 1999) und sich dann hinsichtlich ihrer Substratspezifität evolutiv 
weiterentwickelt haben (OpuC).  
In der Evolution spielen Selektionsdruck und Weiterentwicklung eine wichtige Rolle. Die 
Genduplikation gilt als ein wesentlicher Mechanismus der Evolution. Genduplikationen haben 
eine dauerhafte Verdoppelung einzelner Gene oder Gengruppen zur Folge, welche sich 
anschließend getrennt weiter entwickeln. Durch Mutationen der Gen-Kopie können 
funktionell neue Gene entstehen bzw. das Spektrum der ursprünglichen Genaktivität erweitert 
werden (Poelwijk et al., 2006). So ist auch für einen Bacillus subtilis-Vorläufer denkbar, dass 
dieser zu Beginn nur im Besitz der Glycin Betain Synthesegene und dem Cholintransporter 
OpuB war. Aufgrund von Selektionsdruck und neuen Lebensanforderungen kam es zu einer 
Genduplikation. Diese Genduplikation ermöglichte B. subtilis einen evolutionären Vorteil, 
denn dieser ist nun in der Lage nicht nur Cholin, sondern ein breites Spektrum an kompatiblen 
Soluten durch OpuC aufzunehmen (Bremer & Krämer, 2000). Nun ist es aber nicht sinnvoll, 
dass auch OpuC durch GbsR kontrolliert wird, da Cholin nicht das alleinige Substrat für 
OpuC, sondern eines von vielen ist. Daraus ergibt sich nun die Frage wie es der Zelle 
gelungen ist, das opuC-Operon der Kontrolle durch GbsR zu entziehen. Bei genauer 
Betrachtung der Promotorregionen von opuB und opuC wird deutlich, dass nur vier 
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Mutationen in der opuC-Promotorregion nötig waren, um nicht mehr der GbsR-Kontrolle zu 
unterliegen. Ein für die Zukunft interessanter Versuch wäre, die Region hinter der gbsAB-
Promotorregion so zu mutieren, dass sie der opuC-Promotorregion entspricht, dann sollte die 
gbsAB-Expression nicht mehr durch GbsR kontrolliert werden, auch sollte keine Bindung von 
GbsR an die mutierte DNA-Region mehr stattfinden. Weiterhin wäre es interessant aus der 
opuC-Promotorregion eine opuB-Promotorregion zu formen. Dies sollte dazu führen, dass die 
opuC-Expression dann durch GbsR-kontrolliert wird. Wenn dies gelingen würde, wäre der 
Beweis erbracht, dass in der Evolution vier Mutationen genügten, um einen Verlust der GbsR-
Kontrolle zu erreichen. 
 
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es sich bei GbsR um einen Repressor handelt, 
der durch aktive Bindung von Cholin die Expression des gbsAB-Operons induziert. Weiterhin 
reguliert GbsR die Gene für die Aufnahme von Cholin durch den ABC-Transporter OpuB. 
Die Funktion als DNA-bindendes Protein konnte durch Bandshift-Analysen bestätigt werden. 
Eine Einteilung von GbsR in die Gruppe der Winged-Helix-Turn-Helix Proteine konnte 
aufgrund bioinformatischer Daten erfolgen. Eine weitere Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass 
GbsR durch einen negativen Feedback-Loop des Syntheseproduktes Glycin Betain 
kontrolliert wird.  
Für die Zukunft sind noch eine Reihe von Experimenten erforderlich, so muss geklärt werden, 
wie Glycin Betain Einfluss auf GbsR nimmt. Auch die Bindebox für Cholin muss identifiziert 
werden. Dies könnte durch eine Mutagenesestudie der konservierten Aromaten erfolgen. 
Auch die Bestätigung der identifizierten Operator-DNA für GbsR durch Footprint-Analysen 
und eine Mutagenese der vermuteten GbsR-Bindestelle ist erforderlich. Zum Schluss wäre es 
von großer Bedeutung, wenn eine Kristallstruktur von GbsR erhalten werden könnte. Daran 
wird bereits in Zusammenarbeit mit Prof. L. Schmitt (Universität Düsseldorf) gearbeitet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
V. Diskussion 116 
Tabelle 18: Die Tabelle zeigt die Verbreitung  von GbsR und GbsR-ähnlichen Proteinen, die Verbreitung der Glycine Betaine Synthese Gene sowie die Verbreitung der 
Aufnahmesysteme von Cholin bzw. Glycin Betain. 
 
Stamm gbsR gbsAB gbsR-ähnliche opuB opuC Zusatzinformation 
Bacillus subtilis [F]  +  +  +  +  +  
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 [F]  +  +  +  +  +  
1Bacillus anthracis  -  -  -  -  - opuA; BCCT-Transporter: Cholin, GB  
2Bacillus cereus  -  -  -  -  - opuA 
Bacillus cereus subsp. Cytotoxis [F]  +  +  -  -  - BCCT-Transporter: Cholin, Charnitin, Betaine 
Bacillus clausii KSM-K16 [F]  +  +  +  -  - opuA 
Bacillus coagulans 36-D1 [U]  -  -  +  -  + opuA 
Bacillus haloduras C-125 [F]  - gbsA  -  -  + ? opuD, GB-Tansporter 
Bacillus licheniformis ATCC 14580 [F]  +  +  +  -  +  
Bacillus pumilus SAFR-032 [F]  +  +  +  -  +  
Bacillus selenitireducens MLS 10 [U]  + gbsA  +  -  - opuA 
Bacillus sp. B14905 [U]  -  -  -  -  - opuA, opuD 
Bacillus sp. NRRL B-14911 [U]  - evtl.  +  + ?  + ? opuA 
Bacillus sp. SG-1 [U]  -  -  -  -  - opuA; BCCT-Transporter: Cholin, Charnitin, GB 
3Bacillus thuringiensis   -  -  - opuBB opuCA opuA, opuD 
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 [F]  -  -  -  -  - opuA; BCCT-Transporter: Cholin, Charnitin, GB 
Geobacillus kaustophilus HTA426 [F]  -  +  -  -  + opuA 
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 [F]  -  -  -  - ? opuA 
Halobacillus dabaniensis [U]  +  +  -  -  - opuA 
1) Folgende B. anthracis-Stämme wurden untersucht: B. anthracis A0174 [U], B. anthracis A0193 [U], B. anthracis A0389 [U], B. anthracis A0422 [U], B. anthracis A0465 [U], B. anthracis A0488 [U], B. anthracis 
A2012 [U], B. anthracis Ames [F], B. anthracis Ames Ancestor [F], B. anthracis Sterne [F], B. anthracis Tsiankovskii-I [U] 
2) Folgende B. cereus-Stämme wurden untersucht: B. cereus 03BB108 [U],  B. cereus AH1134 [U], B. cereus AH187 [U],B. cereus AH820 [U], B. cereus ATCC 10987 [F], : B. cereus ATCC 14579 [F],  B. cereus  B4264 
[U], B. cereus E33L [F], : B. cereus G9241 [U], B. cereus G9842 [U], B. cereus H3081.97 [U], B. cereus NVH0597-99 [U], B. cereus W [U] 
3) Folgende B. thuringiensis-Stämme wurden untersucht: B. thuringiensis Al Hakam [F], B. thuringiensis vs israelensis ATCC 35646 [U], B. thuringiensis vs konkukian 97-27 [F] 
[F] steht für finished Sequenz, [U] steht für unfinished Sequenz 
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VII. Anhang A: 
 
Im Folgenden ist die Nukleotidsequenz der gbsR- und gbsAB-Region aus B. subtilis 
dargestellt. 
 
A 
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Abbildung 51: Nukleotidsequenz der gbsAB-Region aus B. subtilis. 
Dargestellt sind eine schematische Übersicht des gbsAB- Glycin Betain -Biosynthese-Genclusters (A) und die 
DNA Sequenz der gbsAB-Region (B) mit der abgeleiteten Aminosäuresequenz der kodierten Proteine GbsR und 
GbsAB. Die potentielle Ribosomenbindestellen (rbs) und die jeweiligen Promotoren (-10, -35) sind 
gekennzeichnet. gbsA kodiert für die Glycin Betain Aldehyd  Dehydrogenase (GbsA), gbsB für die Alkohol 
Dehydrogenase (GbsB), gbsR für einen möglichen transkriptionellen Regulator. 
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Anhang B: 
 
Hier sind die Sequenzen der gbsR-A-Abschnitte gezeigt, welche die treA-Fusionsstämme 
GNB52, GNB53, GNB54, DHB4 und DHB5 tragen. Mit Hilfe dieser Stämme konnte das 
minimale, für die Regulation des gbsAB-Operons wichtige DNA- Fragment von 100 bp 
ermittelt werden. 
 
 
 
Abbildung 52: DNA-Sequenz der gbsA`-treA-Fusion des Stammes GNB52. 
Die gelb markierte Sequenz zeigt den DNA-Abschnitt, der mit Hilfe der Primer treA2/SmaI und treA1a/BamHI 
mittels PCR amplifiziert wurde. Dieses Fragment wurde anschließend in das Plasmid pJMB1 kloniert. Daraus 
resultierte das Plasmid pGNB14, welches über homologe Rekombination in das Genom von B. subtilis integriert 
wurde. 
 
 
 
 
 
Abbildung 53: DNA-Sequenz der gbsA`-treA -Fusion des Stammes GNB53. 
Die gelb markierte Sequenz zeigt den DNA-Abschnitt, der mit Hilfe der Primer treA3/SmaI und treA1a/BamHI 
mittels PCR amplifiziert wurde. Dieses Fragment wurde anschließend in das Plasmid pJMB1 kloniert. Daraus 
resultierte das Plasmid pGNB15, welches über homologe Rekombination in das Genom von B. subtilis integriert 
wurde. 
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Abbildung 54: DNA-Sequenz der gbsA`-treA -Fusion des Stammes GNB54. 
Die gelb markierte Sequenz zeigt den DNA-Abschnitt, der mit Hilfe der Primer treA4/SmaI und treA5a/BamHI 
mittels PCR amplifiziert wurde. Dieses Fragment wurde anschließend in das Plasmid pJMB1 kloniert. Daraus 
resultierte das Plasmid pGNB16, welches über homologe Rekombination in das Genom von B. subtilis integriert 
wurde. 
 
 
 
 
Abbildung 55: DNA-Sequenz der gbsA`-treA -Fusion des Stammes DHB4. 
Die gelb markierte Sequenz zeigt den DNA-Abschnitt, der mit Hilfe der Primer cut1-SmaI-s und treA1a/BamHI 
mittels PCR amplifiziert wurde. Dieses Fragment wurde anschließend in das Plasmid pJMB1 kloniert. Daraus 
resultierte das Plasmid pDH2, welches über homologe Rekombination in das Genom von B. subtilis integriet 
wurde. 
 
 
 
 
 
Abbildung 56: DNA-Sequenz der TreA-Fusion des Stammes DHB5. 
Die gelb markierte Sequenz zeigt den DNA-Abschnitt, der mit Hilfe der Primer treA4/SmaI und cut1-BamHI-as 
mittels PCR amplifiziert wurde. Dieses Fragment wurde anschließend in das Plasmid pJMB1 kloniert. Daraus 
resultierte das Plasmid pDH3, welches über homologe Rekombination in das Genom von B. subtilis integriet 
wurde. 
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Anhang C: 
 
 
Datenbankanalyse des GbsR-Proteins (P71015) aus Bacillus subtilis. Die Ergebnisse der 
Datenbankanalyse geben den Stand vom 30.10.2008 wieder. Der hier gezeigte Blast erfolgte 
über den SIB Network BLAST Sevice, ein NCBI BLAST2 Service, des Swiss Institute of 
Bioinformatics (http://www.expasy.ch/tools/blast/). Es wurden 50 GbsR-ähnliche Proteine 
verglichen. In der folgenden Tabelle  
 
 
 
 
Tabelle 19: Aufgelistet sind die folgen 50 GbsR-ähnlichen Proteine mit ihrer 
Zugangssnummer, ihrer Sequenzidentität zum GbsR aus Bacillus subtilis, Zugehörigkeit zum 
Organismus und ihrer Funktion bzw. der Annotation ihrer Funktion. 
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Anhang D: 
 
 
Gen-Nachbarschaftsanalyse des GbsR-Proteins (P71015) aus Bacillus subtilis. Die Ergebnisse 
der Gen-Nachbarschaftsanalyse geben den Stand vom 24.11.2008 wieder. Die hier gezeigte 
Analyse erfolgte über die Internetseite IMG (Integrated Microbial Genomes) des JGI (Doe 
Joint Genome Institute) (http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi). Die hier aufgeführte 
Reihenfolge entspricht weitestgehend dem BLAST (Es sind nicht alle Genome in der IMG 
Datenbank vorhanden). Es wurden 42 GbsR-ähnliche Proteine verglichen. Das GbsR-Protein 
bzw. die GbsR-ähnlichen Proteine sind rot dargestellt. 
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Abbildung 57: Neighbourhood–Alignment von gbsR. 
Dargestellt ist das Strukturgen gbsR (rot). Außerdem ist die Organisation der direkten Gen-Nachbarschaft 
aufgeführt (farbig). Schwach gelb markierte Gene besitzen keine COG- (= selbeorthologe Gruppe) Zuweisung 
(http://imgweb.jgi-psf.org/cgi-bin/w/main.cgi). 
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Anhang E:  
 
 
Die folgenden Tabellen zeigen gefundene Cholin bzw. Glycin Betain Transportsysteme 
innerhalb der Bacillus cereus-Gruppe. Die Suche erfolgte über die Internetseite 
http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi. Die Tabellen geben die Funktion, den Namen 
und die Anzahl der vorkommenden Transportsysteme an. 
 
Tabelle 20: Transportsyteme für Cholin und Glycin Betain  innerhalb der Art B. 
anthracis. 
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Tabelle 21: Transportsyteme für Cholin und Glycin Betain  innerhalb der Art B. cereus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VII. Anhang 156 
 
Tabelle 22: Transportsyteme für Cholin und Glycin Betain  innerhalb der Art B. 
thuringiensis. 
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Anhang F: 
 
Aminosäuresequenzvergleich GbsR-homologer Proteine. Die Pfeile zeigen konservierte 
Aromaten. 
 
 
 
Abbildung 58: Sequenzvergleich GbsR-homologer Proteine. 
Die Sequenzen stammen aus verschiedenen Bacilli und Staphylococcen. Für S. aureus sind nur einige Vertreter 
dargestellt. Die Pfeile kennzeichnen die konservierten Aromaten. 
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